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A falência terapêutica nos tratamentos antimaláricos depende de características do parasita (como a 
resistência por mutações no genoma do parasita) e do hospedeiro vertebrado (como a metabolização de 
fármacos). Este estudo teve como principal objectivo avaliar os níveis de expressão dos genes das sub-
famílias Cyp1A, 2B, 2C e 3A, dos transportadores de fármacos mdr1a e mdr1b e dos reguladores de 
transcrição CAR e PXR, em três estirpes de Mus musculus: Balb/c, CD1 e Rockefeller. Os animais 
foram submetidos a tratamentos com primaquina e artemisinina, colhendo-se amostras de sangue, 
fígado e intestino 24 horas após a última dosagem. Para o estudo de expressão dos genes, seleccionou-
se a metodologia de PCR em tempo real. Analisando os resultados, verificou-se uma expressão basal 
mais elevada de todos os genes, a nível hepático, nas estirpes Rockefeller e CD1, enquanto que no 
fragmento intestinal, duma maneira geral, ambas as estirpes possuem expressão das sub-famílias de 
citocromos mais baixa e dos transportadores de fármacos e reguladores de transcrição mais elevada que 
a referência (Balb/c). No estudo de expressão em resposta a antimaláricos, verificou-se que a nível 
hepático, após tratamento com artemisinina, ocorre expressão dos genes PXR, mdr1b e sub-famílias 
Cyp2B, 2C e 3A na estirpe CD1, mdr1a em Balb/c e inibição de Cyp2B em Rockefeller. No fragmento 
intestinal, quando submetidos ao mesmo tratamento, ocorre inibição de todos os genes estudados na 
estirpe Balb/c, inibição de CAR, mdr1a e Cyp2B, 2C e 3A em CD1 e inibição de PXR, mdr1a, Cyp2C 
e 3A e expressão de CAR e Cyp2B em Rockefeller. Quando submetidos a tratamento com primaquina 
ocorre expressão hepática de CAR e inibição de mdr1a na estirpe Balb/c e inibição de CAR em CD1. 
No fragmento intestinal, na estirpe Balb/c ocorre inibição dos genes mdr1a e da sub-família Cyp1A, em 
CD1 expressão de PXR e Cyp1A e em Rockefeller inibição dos reguladores de transcrição, mdr1b e 
Cyp1A e expressão de mdr1a. A variabilidade inter-estirpes no metabolismo de fármacos, pode 
contribuir para o sucesso ou falha terapêutica. Neste estudo confirmou-se a existência dessa 
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variabilidade podendo ser relevante na selecção de modelos murinos para estudos de fármacos, na 
malária. 
Abstract 
Therapeutic failure in malaria treatments depends on characteristics of the parasite (mutations on his 
genome) and vertebrate host (drug metabolic pathways). The main scope of this study was to evaluate 
the gene expression levels of the sub-families Cyp1A, 2B, 2C and 3A, drug transporters mdr1a and 
mdr1b and transcription regulators CAR and PXR, in three strains of Mus Musculus: Balb/c, CD1 e 
Rockefeller. Animals were submitted to treatments with primaquine and artemisinine, and samples of 
blood, liver and intestine, 24 hours after the last dosage were picked. For gene expression study the 
methodology selected was real-time PCR. The results show that, in the hepatic tissue, Rockefeller and 
CD1 strains possess higher basal expression for all genes, while in the intestine, in a general way, both 
strains have lower levels of Cyps sub-families expression and higher levels of drug transporters and 
transcription regulators. In the expression study in response to antimalarials, we observed that in the 
hepatic tissue, and after treatment with artemisinine, expression of PXR, Mdr1B genes and Cyp2B, 2C 
and 3A sub-families in CD1 strain, mdr1a in Balb/c and inhibition of the Cyp2B sub-family in 
Rockefeller, takes place. Under the same treatment, in the intestine, inhibition of all genes in study with 
Balb/c mice; inhibition of mdr1a and Cyp2C and 3A sub-families in CD1 and Rockefeller was 
observed, while inhibition of CAR and Cyp2B was only observed in CD1; further, in Rockefeller, we 
also observed inhibition of PXR gene and expression of CAR and Cyp2B. When submitted to treatment 
with primaquine, in the liver fragments, expression of CAR and inhibition of mdr1a in Balb/c strain 
and inhibition of CAR in CD1s was observed. In the intestine, under the same treatment, Balb/c shows 
inhibition of mdr1a gene and Cyp1A sub-family. In CD1 we observed expression of PXR and Cyp1A 
while in Rockefeller inhibition of transcription regulators, mdr1b and Cyp1A was seen, with expression 
of mdr1a gene.  
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The strain variability in the drug metabolism is one of the main factors associated to success or 
therapeutic failure, relevant in the choice of animal models in drug studies and in this study, the 
existence of such variability was confirmed. 
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 I.1. A Malária  
A malária é uma das doenças mais antigas de que se tem conhecimento (Prescott et al, 1993; Praygod 
et al., 2008), continuando a ser um sério problema de saúde pública, que influencia o desenvolvimento 
económico e social das populações atingidas. Juntamente com a tuberculose e o VIH/SIDA, representa 
a maior causa de mortalidade mundial entre doenças infecciosas e parasitárias, sobretudo na África 
subsaariana (Francesconi et al, 2001; Van geertruyden et al, 2008). A malária é uma doença causada 
por protozoários do género Plasmodium e transmitida pelo mosquito do género Anopheles. As espécies 
que infectam o Homem são o Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e 
Plasmodium falciparum, sendo esta a mais patogénica.  
A distribuição da malária incide sobre as regiões tropicais e sub-tropicais, onde estão reunidas as 
condições para a existência e desenvolvimento do ciclo de vida do parasita e do mosquito vector. Cerca 
de 40% da população mundial está em risco de contrair a doença, sendo registada uma maior 
prevalência na África subsaariana, Sudoeste Asiático, América Latina, Médio Oriente (OMS- World 
Malaria Report, 2008). 
De forma a tornar mais eficazes os programas de controlo da malária têm sido desenvolvidos sistemas 
integrados de controlo, os quais incluem as várias vertentes da infecção, nomeadamente a utilização de 
redes mosquiteiras, controlo dos vectores, tratamentos mais eficazes baseados em combinações de 
fármacos com a artemisinina (ou seus derivados) e tratamentos preventivos nos grupos considerados de 
maior risco (crianças e mulheres grávidas). Estes programas de controlo integrado têm sido, 
parcialmente, bem sucedidos, dado que, de acordo com OMS, somente em 7 de 45 países/zonas de 
África houve redução da morbalidade e mortalidade (OMS- World Malaria Report, 2008).  
De acordo com alguns autores (I.P.C.C., 2007; MacPherson et al., 2007), actualmente existe a 
possibilidade da malária surgir em áreas onde já foi erradicada ou está controlada, devido a alterações 
climáticas e ao aumento dos movimentos migratórios da população humana. 
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Dado os programas de controlo dependerem de fármacos, muitos dos estudos preliminares sobre estes 
dependem do uso de animais experimentais, tais como as estirpes de roedores aqui mencionadas, pelo 
que se efectuou um estudos sobre dois fármacos de mecanismo de acção distinto e estudaram-se as 





















I.2. Ciclo de vida do parasita Plasmodium sp 
O ciclo de vida das espécies de Plasmodium que infectam mamíferos é semelhante (FigI.1), possuindo 
duas fases distintas:  
A) No hospedeiro invertebrado, o mosquito fêmea do género Anopheles inicia a sua infecção com a 
ingestão de gametócitos (D, Fig.I.1) durante uma refeição sanguínea, com desenvolvimento de 
vários estadios do parasita que, finalmente se acumulam nas glândulas salivares, onde os 
esporozoítos (forma infectante), durante uma nova refeição sanguínea, poderão infectar um 
novo hospedeiro vertebrado (A, Fig.I.1). A fase esporogónica do ciclo tem lugar no hospedeiro 
invertebrado e é aqui que existe uma fase sexuada, após a ingestão dos gametócitos. 
B) No hospedeiro vertebrado (fase esquizogónica), desenvolvem-se duas fases, a primeira onde 
ocorre multiplicação assexuada nas células hepáticas (esquizogonia exo-eritrocitária ou 
hepática) (B, Fig.I.1), seguindo-se o ciclo eritrocitário (esquizogonia intra-eritrocitária) (C, 
Fig.I.1). Esta última fase pode manter vários ciclos de invasão dos glóbulos vermelhos, e poderá 










Fig. I.1 – Ciclo de vida do parasita Plasmodium spp 
 (adaptado de www.imm.ul.pt/html/uni14.html). 
 
 5 
I.3. Resistência a antimaláricos 
Do ponto de vista de saúde pública, a resistência aos antimaláricos representa um dos maiores entraves 
ao controlo da malária. Este fenótipo de resistência possui actualmente uma ampla distribuição no 
mundo (Olliaro e Taylor, 2003; Hay et al., 2004), sendo responsável por um aumento da mortalidade 
relacionado com esta doença, principalmente em África (Hay et al., 2004; White, 2004); esta 
distribuição varia consoante a espécie de Plasmodium e o tipo de fármaco antimalárico. Um 
diagnóstico atempado e tratamentos adequados são essenciais para uma boa estratégia de controlo da 
malária. No entanto, o controlo e tratamento têm sido dificultados pelo aparecimento e disseminação da 
resistência aos antimaláricos mais utilizados, nomeadamente à cloroquina (Hastings & D’Alessandro, 
2000). A resistência surge devido a vários factores, principalmente ao uso incorrecto de antimaláricos, 
permitindo a selecção de parasitas resistentes, e à ausência de fármaco-vigilância adequada. Uma 
terapia adequada reduz não só a morbilidade e mortalidade pela malária, mas também o risco de 
selecção de resistência a fármacos antimaláricos (Price & Nosten, 2001).  
I.3.1. Definição de resistência 
De acordo com a O.M.S., pode-se definir resistência in vivo como “a capacidade que uma dada 
população de parasitas tem para se multiplicar ou sobreviver, na presença de concentrações de fármaco, 
que habitualmente destruiriam os parasitas da mesma espécie ou impediriam a sua multiplicação” 
(O.M.S., 1963). Com base nesta definição, a O.M.S. desenvolveu uma classificação de resistência in 
vivo com três níveis diferentes, baseado no período de tempo decorrido entre o desaparecimento dos 
parasitas após o tratamento e uma recrudescência: RI, RII, RIII (W. H. O., 1973). Em 1996, esta 
classificação foi modificada, de acordo com padrões clínicos, e reagrupada em:  
 ETF (“Early Treatment Failure”) – Agravamento ou persistência dos sintomas clínicos com 
parasitémia nos três dias de pós-tratamento; 
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 LTF (“Late Treatment Failure”) – Reaparecimento dos sintomas com parasitémia entre o quarto e 
décimo dia após tratamento; 
 ACR (“Adequate Clinical Response”) – ausência de parasitémia ou de sintomas clínicos ao décimo 









Fig. I.2 – Classificação O.M.S. de resistência in vivo 
(adaptado de www.malariasite.com) 
 
De relevância para o nosso estudo, considera-se que apesar de um tratamento ser correcto, pouco se 
sabe sobre a farmacodinâmica da terapia utilizada, que, consoante o hospedeiro, possa ter ou não uma 
metabolização distinta com consequências na eliminação dos parasitas. 
 
I.3.2.1. Multi-resistência 
A multi-resistência define-se como um fenótipo de resistência a dois ou mais fármacos, em simultâneo 
ou como resistência cruzada (Le Bras & Duran, 2003). 
O fenómeno de multi-resistência torna-se ainda mais grave no controlo da malária, uma vez que reduz 
de forma drástica o número de antimaláricos disponíveis para o tratamento da doença. Assim, é 
fundamental impedir o desenvolvimento de resistência, que pode ser minimizado utilizando 
associações terapêuticas (Ávila et al., 2004). Estas têm por base o potencial cumulativo de dois ou mais 














Resistência RI – recrudescência precoce
Resistência RII
























fármacos, para melhorar a eficácia terapêutica e impedir o desenvolvimento de resistência. São usados 
fármacos esquizonticidas, com alvos bioquímicos diferentes, e com modos de acção independentes. 
Recentemente, têm sido realizados vários estudos no sentido de avaliar a eficácia das novas 
combinações terapêuticas (Aubouy et al., 2003; Awad et al., 2003; Bloland, 2003; Gasasira et al. 2003; 
Gomez et al., 2003; Peter, 2003; Pillai et al., 2003; Schwobel et al., 2003; Barrennes et al., 2004; 
Drakeley et al, 2004; Kremsner & Krishna, 2004; Molta et al., 2004; Olliaro & Taylor, 2004; Sutanto 
et al., 2004; Talisuna et al., 2004; White, 2004). No entanto, como grande desvantagem da utilização 
das combinações terapêuticas surge o facto de estas serem muito mais dispendiosas que os fármacos 
antimaláricos utilizados em monoterapias, limitando a sua utilização em algumas áreas endémicas 
devido às dificuldades económicas. Actualmente, são recomendadas pela OMS as combinações 
terapêuticas baseadas na artemisinina e seus derivados de forma a aumentar a eficácia terapêutica 
(Depootere et al., 2004; Duffy & Mutabingwa, 2004), sendo a artemisinina um dos fármacos deste 
estudo. 
 
I. 4. Fármacos antimaláricos 
Os primeiros tratamentos da malária realizaram-se recorrendo à utilização de plantas medicinais, 
isoladas a partir de Chinchona (o quinino) na América de Sul e de Artemísia annua (a artemisinina) no 
Extremo Oriente, como antipiréticos. Originário da América do Sul, o quinino foi trazido para Europa, 
sendo o único fármaco disponível para a terapia e profilaxia da malária. Durante a Primeira Grande 
Guerra houve dificuldades no fornecimento de quinino, o que levou à produção de antimaláricos 
sintéticos, com base na sua estrutura (in http://www.rain-tree.com/quinine.htm), surgindo, a cloroquina, 
amodiaquina e mepacrina.  
A cloroquina durante muitos anos foi considerada um fármaco adequado a utilizações em larga escala, 
devido à sua baixa toxicidade, fácil administração, eficácia, facilidade de armazenamento e 
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acessibilidade económica (Menezes et al., 2001). No entanto, este antimalárico começou, lentamente, a 
perder a eficácia contra o Plasmodium falciparum, começando a surgir focos de resistência em quase 
todas as zonas onde a doença é endémica. Tal facto, levou à ampla utilização de fármacos da classe dos 
antifolatos. A perda de eficácia de ambas as classes de fármacos levou a um aumento progressivo no 
uso da mefloquina nalgumas regiões e mais recentemente, da artemisinina. Neste estudo incluíram-se 
dois fármacos de utilização distinta no que respeita ao ciclo de vida do parasita. 
 
I.4.1. Fármacos antimaláricos estudados:Primaquina  
A primaquina é uma amino-8-quinoleína que 
foi desenvolvida durante a Segunda Guerra 
Mundial com o intuito de susbtituir alguns 
antimaláricos dessa classe (nomeadamente a 
pamaquina), mais tóxicos e menos potentes 
(Brooks et al, 2001). A sua estrutura química é 
a apresentada na figura I.3. 
 
Fig. I.3 – Estrutura química da primaquina(in 
http://www..psiquiatria.org.br/tratamento/imagens/interacoes.jp
g). 
A primaquina possui grande valor clínico para a cura da malária recidivante, pois destrói estadios 
hepáticos e formas tecidulares latentes de P.vivax e P.ovale (Noel et al, 2007; Oliver et al, 2008). Este 
antimalárico também é eficaz contra estadios hepáticos de P. falciparum, mas quase totalmente, 
ineficaz contra as formas assexuadas sanguíneas desta espécie (Baird et al, 2004, Hill et al, 2006), pelo 
que deve ser administrado em conjunto com um esquizonticída sanguíneo, que impedem a proliferação 
dos parasitas até forma de esquizonte, na fase intra-eritrocitária, geralmente a cloroquina (Rey, 2001; 
Baird et al, 2004; Oliver et al, 2008). Desta forma, não é clinicamente utilizada para tratar malária por 
P. falciparum. No entanto, exerce também um efeito acentuadamente gametocída, ou seja causa a 
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destruição das formas sexuais intra-eritrocitárias, contra as quatro espécies de Plasmodium (Vale et al, 
2008), limitando a ocorrência de transmissão (Oliver et al, 2008, Shekalaghe et al 2007).  
A primaquina pode ser utilizada na profilaxia, prevenindo a parasitémia primária, pois possui elevada 
capacidade esquizontocída tecidular (capacidade de prevenir o desenvolvimento de esquizontes 
hepáticos), profilaxia terminal (prevenindo recaídas em infecções por P. vivax e P. ovale por destruição 
de hipnozoítos) e cura radical (usada em conjunto com um eficaz esquizonticida sanguíneo) (Hill et al., 
2006). 
 
I.4.1.1. Mecanismo de acção 
O mecanismo de acção deste fármaco, tal como de muitos outros antimaláricos, não está totalmente 
esclarecido. Julga-se que a primaquina possa actuar gerando espécies reactivas de oxigénio (o que 
aumenta a toxicidade intracelular) ou interferindo com o transporte de electrões no parasita (Brooks et 
al., 2001, Hill et al., 2006).  
Em doses terapêuticas a primaquina é bem tolerada. No entanto, em doses mais elevadas pode causar 
desconforto epigástrico e abdominal. Em pessoas com deficiência de glucose-6-fosfato desidrogenase, 
este antimaláricos pode provocar hemólise e anemia hemolítica aguda (Brooks et al, 2001). 
 
I.4.1.2. Mecanismo de resistência à primaquina 
A falência terapêutica da primaquina raramente tem sido documentado, contudo, na Oceania e Ásia 
ocorrem fenómenos de tolerância ao fármaco pelo P. vivax. A escassez de registos de resistência à 
primaquina pode estar associada a factores químicos, físicos e/ou biológicos, como por exemplo o curto 
período de semi-vida do fármaco no plasma. Contudo, a resistência pode existir, mas ser difícil de 




I.4.2. Fármacos antimaláricos estudados: Artemisinina 
A artemisinina (ou qinghaosu) é o princípio activo da planta medicinal Artemisia annua. Esta planta 
tem uma longa história de utilização pelos chineses no tratamento de febres e sintomas associados à 
malária (Brooks et al, 2001; Rey, 2001; Phan, 2002). A sua ampla utilização originou estudos para o 
isolamento (em 1970) e síntese (em 1983) da artemisinina e seus derivados (Frédérich et al., 2002), de 
maior tolerância para o organismo humano com eficácia no tratamento de infecções por P. falciparum e 
P. vivax (Brooks et al, 2001; Phan, 2002).  
Este grupo de antimaláricos causa uma redução da parasitémia aguda rápida com eficiente resposta 
clínica (Brooks et al, 2001; Hien & White, 1993). A artemisinina e seus derivados são altamente 
eficazes contra os estadios eritrocitários assexuados, reduzem o número de gametócitos e diminuem a 
infectividade dos gametócitos sobreviventes (Brooks et al, 2001). Não possuem capacidade 
hipnozoiticída, sendo pouco úteis na quimioprofilaxia e prevenção de recidivas de infecção por P. 
vivax. No caso de malária multi-resistente por P. falciparum devem ser associados com um fármaco de 
efeito prolongado (por exemplo a mefloquina), pois o seu tempo de semi-vida é muito curto (Krishna et 
al. 2004), de forma a prevenir recaídas (Brooks et al, 2001; Rey, 2001; Krishna et al., 2004; Olliaro et 
al., 2004; Bjorkman A et al., 2005; Menard D et al., 2005). 
Quimicamente, pode-se caracterizar a artemisinina como uma lactona sesquiterpénica contendo uma 
ponte de endoperóxido, única entre os antimaláricos e essencial à sua actividade antimalárica (Brooks 
et al., 2001; Costa et al., 2007), diminuindo a solubilidade do fármaco. Assim, surgiu a necessidade de 
desenvolver vários derivados semi-sintéticos hidrossolúveis (artesunato) e lipossolúveis (artemeter e 
arteeter) (Fig.I.4). Todos estes derivados da artemisinina são metabolizados em dihidroartemisinina, o 









Fig. I.4 – Estrutura química da artemisinina e seus derivados (1-artemisinina, 2-artemeter, 
3-dihidroartemisinina, 4-arteter, 5-artesunato) (in Delfino et al; 
 www.freepatentsonline.com/6750356.html; www.cdc.gov/.../artesunate now available.htm). 
 
 
Actualmente, existe outro derivado semi-sintético em fase de ensaios clínicos, a artemisona, que parece 
ser o derivado mais potente (Haynes et al., 2006; Vivas et al., 2007). A utilização desta classe de 
compostos é actualmente, recomendada em combinações terapêuticas (Depoortere et al., 2004; Nosten 
& Ashley, 2004; Olliaro & Taylor, 2004; White, 2004), constituindo a maior esperança no combate à 
farmaco-resistência. 
 
I.4.2.1. Terapias Combinadas com Artemisinina 
Os compostos do grupo das artemisininas, quando utilizados em monoterapia, apresentam elevadas 
taxas de recrudescência, pois possuem tempos de semi-vida curtos (3-5 horas), sendo necessários 
tratamentos com mais de 5 dias para se obter eliminação total da parasitémia (Robert et al., 2001). No 
entanto, em combinação com outros fármacos constituem, actualmente, a maior esperança no 
tratamento da malária. As combinações, baseadas na artemisinina e derivados, são particularmente 
efectivas e de actuação muito rápida (Gomez et al., 2003; Taylor et al., 2003; Adjuik et al., 2004; 
Barennes et al., 2004; Drakeley et al., 2004; White, 2004), além de que apresentam a capacidade de 
sinergir com a maioria dos antimaláricos (Gupta et al., 2002a, b). A combinação de artemisinina, ou 
um dos seus derivados, com outro fármaco é denominada Terapia Combinada com Artemisinina 
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(ACT’s). Este tipo de terapia é a actualmente recomendada pela O.M.S. como tratamento de primeira 
linha para a infecção por P. falciparum (WHO guidelines for the treatment of malaria, 2006). As 
combinações terapêuticas apresentam como vantagens: a) reduzir a recrudescência e o risco de selecção 
de parasitas resistentes, b) diminuir o tempo de tratamento, c) aumentar a eficácia dos fármacos (in 
http://www.malariasite.com/MALARIA). Tal facto é conseguido, pois os fármacos antimaláricos 
utilizados possuem diferentes mecanismos de acção. Diversas combinações baseadas na artemisinina e 
seus derivados foram desenvolvidas, incluindo Coartem®, que resulta da combinação de artemeter e 
lumefantrina, e a combinação de artesunato e amodiaquina, mefloquina, ou sulfadoxina-pirimetamina 
(Balint GA 2001; Olliaro PL et al. 2004; Burk O et al 2005; Campbell P et al. 2006; WHO guidelines 
for the treatment of malaria, 2006).  
 
I.4.2.2. Mecanismo de acção  
O mecanismo de acção deste grupo de antimaláricos ainda não é totalmente conhecido, no entanto, tem 
sido atribuído à sua capacidade de gerar radicais livres devido à ponte de endoperóxido presente em 
todas as moléculas de artemisina e derivados (Robert et al., 2001). Estudos sobre o mecanismo de 
acção deste fármaco estão revistos por Meshnick, 2002. 
Actualmente, existem dois mecanismos moleculares propostos para explicar o modo de acção da 
artemisinina e seus derivados, baseados nos genes pfTCTP (P. falciparum TCTP - “translationally 
controlled tumor protein”) e pfATPase6 [única ATPaseCa2+ do retículo sarco/endoplasmático (SERCA) 
identificada no genoma do Plasmodium] mas estes resultados requerem confirmação através de estudos 
com P. falciparum resistente ao medicamento. 
Resultados de experiências realizadas para avaliar a actividade in vitro destes compostos em P. 
falciparum, noutros protozoários e em linhas celulares eucariotas sugerem que o seu mecanismo de 
acção é específico para o P. falciparum (Golenser et al., 2006). A artemisinina e seus derivados são 
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fármacos com efeitos adversos pouco importantes, como prurido, náuseas e febre (Brooks et al., 2001; 
Rey, 2001).  
 
I.4.2.3. Mecanismo de resistência à artemisinina e seus derivados 
Até muito recentemente, a artemisinina e derivados eram eficazes não existindo relatos de resistência 
às referidas combinações, tendo sido reportados apenas alguns casos de diminuição de susceptibilidade. 
No entanto, as ACT’s têm vindo a perder a sua eficácia, tendo sido reportados alguns casos no final de 
2008, na Tailândia e no Cambodja (Noedl et al, 2008; Shah et al, 2008). 
O mecanismo através do qual os parasitas do género Plasmodium apresentam a capacidade de tolerar a 
presença desta classe de fármacos, tal como acontece com a maioria dos antimaláricos em utilização, 
ainda não se encontra esclarecido. No entanto, considera-se que mutações na proteína Pgh-1 (produto 
do gene pfmdr1) possam influenciar o nível de susceptibilidade à artemisinina (Duraisingh et al., 2000 
a, b; Reed et al., 2000), à semelhança do que se verifica com a mefloquina e halofantrina. O fenómeno 
de resistência à artemisinina, ou seus derivados, poderá voltar a ser induzido in vitro, tal como já foi 
realizado por Inselburg (1985) e ou em modelos roedores (Hunt et al., 2006) e como aconteceu com 
outros fármacos, tendo já começado a surgir, muito recentemente, em áreas endémicas sendo ainda 
muito restrito, limitando-se essencialmente ao sudoeste asiático. 
A não comprovação da resistência clínica à artemisinina pode estar associada a três factores: a 
utilização dos derivados de artemisinina em combinação com outros fármacos, cuja acção conjunta 
retarda o surgimento de parasitas resistentes; a actividade gametocítica dos compostos, inibindo a 
transmissão de eventuais estirpes resistentes; o tempo de semi-vida curto (Ittarat et al., 2003) embora 






I.4.3. Factores que influenciam o desenvolvimento de resistência 
O fenómeno de resistência dos parasitas aos antimaláricos tem sido objecto de diversos estudos, que se 
baseiam essencialmente nas características do parasita, com uma incidência especial na identificação de 
genes de Plasmodium falciparum e respectivos polimorfismos de sequência ou expressão, que 
permitam ao parasita adquirir a capacidade de se adaptar a um ambiente adverso (neste caso presença 
de fármaco). Estes estudos pretendem efectuar a associação entre os genes/polimorfismos e a 
susceptibilidade a determinado antimalárico, e avaliação do seu potencial como marcadores 
moleculares de resistência. No entanto este fenómeno de resistência parece ser bastante mais complexo, 
resultando de diversos factores, tais como: 
 Características do hospedeiro humano 
1. Imunidade: por vezes, mesmo após o tratamento, o sistema imunitário tem de eliminar 
uma parasitémia residual. Contudo, quando o sistema imunitário não é tão eficaz, ficam 
alguns parasitas que não são eliminados, promovendo  a selecção de parasitas resistentes 
(Djimde et al., 2003, White, 2004); 
2. Farmacogenética e farmacocinética: os antimaláricos são metabolizados por enzimas da 
super família dos citocromos P450 (CYPs), entre eles os CYP2C19, CYP2C8, CYP3A4 
e CYP3A5 (Gião & de Vries, 2001). A metabolização dos antimaláricos apresenta 
variações entre indivíduos, devido ao facto dos genes que codificam os CYPs serem 
polimórficos, originando enzimas com capacidades catalíticas diferentes, que por sua 
vez resultam em cinéticas de metabolização diferentes. Por exemplo, uma metabolização 
mais rápida do fármaco, contribui para uma exposição do parasita a doses sub-
terapêuticas (Vennerstrom et al., 2000). Em que os níveis de fármaco no sangue, com 
uma concentração deficiente para realizar uma protecção terapêutica, podem permitir 
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uma pressão selectiva favorável aos parasitas, seleccionando os mais resistentes (White, 
2004). O nosso estudo teve por objectivo este tema. 
 
 Características associadas à selecção de parasitas resistentes:  
1. Marcadores moleculares de resistência: existem para quase todos os antimaláricos, 
marcadores moleculares parasitários associados a resistência destes, sobretudo no 
modelo murino e em P. falciparum. Estes marcadores têm sido utilizados em estudos de 
epidemiologia molecular, resistência aos fármacos e mesmo para estudos de avaliação 
do sucesso terapêutico na clínica (Trotta et al., 2004).  
  
 Características do fármaco antimalárico: 
1. Dosagem: existem três factores que podem estar associados à dosagem do antimalárico, 
sendo eles a administração sucessiva de doses sub-terapêuticas, a administração 
indevida de antimaláricos para o tratamento de outras patologias (Payne, 1988; 
Wernsdorfer, 1991; 1994) e a qualidade do fármaco (uma vez que no processo de 
manuseamento, processamento e armazenamento pode ocorrer a deterioração do mesmo 
e consequente diminuição da concentração do respectivo princípio activo) (Ballereau et 
al., 1997; Shakoor et al., 1997).  
2. Resistência cruzada: existem antimaláricos que possuem semelhanças químicas, 
podendo a resistência a um deles facilitar o desenvolvimento de resistência a outro 
relacionado (Hall et al., 1975; Basco et al., 1991). Esta característica também está 
associada ao próprio parasita dado que um gene ou sua mutação pode afectar mais que 
um fármaco. 
3. Combinações incorrectas de fármacos: os tempos de semi-vida de cada fármaco são de 
extrema importância, sobretudo nas combinações terapêuticas (Watkins et al., 1993). 
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I.5. Metabolização de fármacos 
O metabolismo de fármacos apresenta diferenças entre raças e/ou estirpes e mesmo inter-individuais 
que podem ser explicadas por factores diversos, tais como a patofisiologia, fisiologia, dieta do 
indivíduo e por factores genéticos. Toda a metabolização de fármacos inclui uma actividade hepática, 
da responsabilidade de enzimas específicas. Os polimorfismos genéticos (variações alélicas do mesmo 
gene) são extremamente comuns nestas enzimas metabolizadoras, originando uma grande variabilidade 
inter-individual no metabolismo de fármacos, resultando em efeitos adversos e níveis séricos 
diferentes. O conhecimento da capacidade metabólica numa população e o ajuste de doses terapêuticas 
em indivíduos com determinados genótipos, contribui para a diminuição do risco de falha terapêutica 
ou de efeitos adversos do fármaco. A caracterização do genoma humano permitiu avanços no 
conhecimento de variabilidade genética, no que respeita à metabolização de fármacos (Lander et al., 
2001; Venter et al., 2001). 
Desde 1950 que a variabilidade existente nos efeitos dos fármacos tem sido estudada (Evans & 
McLeod, 2003), tendo as primeiras observações sido efectuadas ainda no período da II Guerra 
Mundial, quando a ingestão de primaquina como antimalárico resultou em casos de hemólise. Mais 
tarde verificou-se que esta advinha duma deficiência em glucose-6-fosfato desidrogenase (Gilman, 
2003). 
A resposta a um fármaco, como já foi referido, está dependente de diversos factores cujos efeitos 
podem ser sinérgicos ou inibitórios (Gilman, 2003).  
Uma substância pode provocar uma alteração no efeito dum fármaco, influenciando a sua 
farmacocinética (absorção, distribuição, metabolismo e excreção), a sua farmacodinâmica (efeito do 
fármaco no organismo) ou ambas. Desta forma, para melhor compreender os processos que se seguem 
à administração dum fármaco, torna-se importante compreender os fenómenos de farmacocinética e de 




Compostos endógenos ou exógenos podem interferir com o processo farmacocinético de um fármaco 
específico. A nível clínico, as interacções mais importantes são as que envolvem a absorção e 
metabolismo do fármaco (Gilman, 2003). 
Os fármacos podem ser administrados por vias diversas, sendo posteriormente absorvidos para a 
corrente sanguínea. O principal local de absorção é o trato gastrointestinal, pois grande parte dos 
fármacos é administrada por via oral. O processo de absorção, na sua maioria, ocorre por difusão 
passiva sem gastos energéticos, mas podem estar envolvidos transportadores, havendo aqui dispêndio 
de energia. Uma vez em circulação, o fármaco é distribuído para diferentes locais do organismo (por 
exemplo tecido adiposo, fluído intersticial) donde será posteriormente eliminado. A distribuição é um 
fenómeno reversível que sofre influência da solubilidade lípidica, concentração plasmática e tecidular 
do fármaco e sua ligação a proteínas plasmáticas e transportadores. Para se tornarem activos, muitos 
fármacos necessitam de ser metabolizados. A metabolização ocorre no fígado, correspondendo à 
biotransformação do fármaco com o objectivo de reduzir a sua solubilidade lipídica e torná-lo num 
metabolito excretável. Este processo ocorre em duas fases: as reacções de Fase I e Fase II. As reacções 
de Fase I constituem, na sua maioria, processos de destoxificação em que há a inserção dum grupo 
funcional, por exemplo: -OH, -NH2, -SH, criando produtos mais reactivos. Entre as enzimas de fase I, 
destacam-se os Citocromos P450. Nas reacções de Fase II, também denominadas de reacções de 
conjugação, o fármaco, ou o seu metabolito, é conjugado a substâncias endógenas hidrofílicas (como 
ácido glucurónico, sulfato e grupos metil) para ser eliminado. Nestas reacções estão envolvidas 























Tabela I.1. – Algumas reacções de biotransformação. 
 
 
Por vezes, os fármacos possuem na sua estrutura grupos funcionais, não sofrendo reacções de fase I, 
mas apenas as de conjugação de fase II. Para além das enzimas metabolizadoras de fase I e II existem 
outras proteínas envolvidas neste processo, associadas ao transporte de fármacos ou seus metabolitos. 
Estas proteínas são identificadas em tecidos com funções de excreção ou protecção, sendo as mais 
estudadas as multidrug resistance (MDR) proteins. Os fármacos podem ser eliminados na sua forma 
inalterada ou sob a forma de metabolitos. A excreção, usualmente, ocorre pela urina e pode ocorrer 
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I.5.2. Farmacodinâmica  
A farmacodinâmica descreve o efeito que um fármaco, ou seu metabolito, tem no organismo, aquando 
da sua ligação ao receptor correspondente. O efeito farmacológico pode ser influenciado por diferentes 
factores, tais como: a dose de fármaco, a farmacocinética, o número de receptores livres ou a 
competição com outros fármacos pelos receptores e factores genéticos (Perazella & Parikh, 2005). 
 
I.6. Família de citocromos 
Ao longo dos tempos os seres vivos foram evoluindo e necessitando cada vez mais de mecanismos que 
os protegessem contra produtos tóxicos. Um destes mecanismos é o sistema P450, que metaboliza uma 
grande diversidade de substratos e está portanto fortemente associado à farmacocinética. O nome desta 
superfamília deriva da sua absorção ocorrer numa banda de 450 nm. O sistema P450 corresponde a 
uma das maiores superfamílias de proteínas, constituída por 107 membros, cujos genes se encontram 
em todos os organismos (Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000). 
A superfamília de genes P450 é classificada com base em critérios filogenéticos, organização de genes 
e constituição de aminoácidos. Assim, a sigla CYP é seguida de um número representativo da família 
(correspondendo a proteínas que partilham mais de 40% da sequência de aminoácidos – Cyp1, Cyp2, 
Cyp3), uma letra para sub-famílias (Cyp1A, Cyp2B, Cyp3A) e um número para o gene, temos como 
exemplo Cyp2C19 (Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000; Gúzman & Carmona-Fonseca, 2006; 
Woodland et al., 2008). 
As proteínas P450 encontram-se envolvidas nas reacções de fase I do metabolismo de fármacos 
(Woodland et al., 2008). Assim, possuem localização maioritariamente hepática, contribuindo para a 
metabolização de xenobióticos (Woodland et al., 2008), mas também podem possuir localização extra-
hepática (Marini et al., 2007; Kawase et al., 2008). Variações na actividade de uma, ou mais enzimas 
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deste complexo podem fazer com que o fármaco não passe à sua forma activa, ou que possua uma 
conversão tão rápida que ocorra logo a sua excreção (Gúzman & Carmona-Fonseca, 2006). Existem 
diversos factores que podem provocar a inibição da actividade das CYPs, como por exemplo, o 
consumo simultâneo de outros medicamentos metabolizados pela mesma via e a intervenção de 
monóxido de carbono nos mecanismos de oxidação. Este possui elevada afinidade à enzima, 
prevenindo a ligação e activação do oxigénio, e consequentemente, inibindo a sua actividade. 
Na sua constituição, cada enzima possui: um centro activo para a catalização (o grupo proteico de 
ferro), uma cadeia polipeptídica codificada por um só gene, uma enzima flavoproteínica dependente de 
NADPH e um citocromo relacionado com o transporte de electrões no sistema oxidativo (Gúzman & 








Fig. I.6 – Estrutura de Cyp P450 
 (adaptado de http://www.mib.ac.uk/images/Staff/leys3.jpg). 
 
As reacções de fase I envolvendo as enzimas CYPs baseiam-se em reacções de oxidação dos substratos 
(Martignoni et al., 2006). Para que essa oxidação ocorra, as CYPs, denominadas mono-oxigenases, 
usam electrões da molécula NADPH para catalizar a activação da molécula de oxigénio, oxidando os 
susbtratos. Assim, as enzimas CYP catalizam a inserção de um átomo de oxigénio no substrato, sendo 





Fig. I.7 – Reacções dependentes de de CYPs (Sub=substrato) 
(adaptado de Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000). 
 
A sequência catalítica envolve quatro etapas: ligação ao substrato; redução do complexo enzima-
substrato; ligação ao oxigénio, formando um complexo superóxido; uma segunda redução, originando 
as espécies de oxigénio activa. Após esta sequência, o xenobiótico sofre os mecanismos seguintes da 
metabolização dos fármacos.  
Para além da sua participação na metabolização de fármacos, as enzimas CYP são responsáveis por 
outros mecanismos fisiológicos como a biossíntese e catabolismo de moléculas de sinalização, 
hormonas esteróides, na oxigenação de ácidos gordos, entre outras (Pascussi et al., 2003). Uma vez que 
possuem diversas funções, as CYP não se encontram exclusivamente num órgão, no entanto, como já 
foi referido, encontram-se em abundância no fígado (Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000). Algumas 
das enzimas CYPs encontram-se na membrana interna das mitocôndrias. Contudo, a grande maioria 
encontra-se ancorada na face externa do retículo endoplasmático, tal como as redutases NADPH. 
 
I.6.1. Cyp 1A 
A subfamília Cyp1A engloba duas proteínas Cyp1A1 e Cyp1A2 (Kondraganti et al., 2002), estando os 
seus genes localizados no cromossoma 15 (http://drnelson.utmem.edu/cytochromeP450.html), a uma 
distância de 23 kilobases (Corchero et al., 2001). Os seus mecanismos de regulação da transcrição são 
diferentes e, consequentemente, também o são os seus padrões de expressão (Jaruchotikamol et al., 
2007). Após indução do tratamento, ambos os genes são expressos nas células do tecido hepático, mas  
apenas o Cyp1A2 possui expressão basal. Por sua vez, o Cyp1A1 possui expressão extra-hepática 
(Iwanari et al., 2002; Choudhary et al., 2005; Jaruchotikamol et al., 2007). O receptor aril-
hidrocarboneto (AhR) desempenha um papel importante na regulação e indução da expressão desta 
NADPH + O2 + SubH + H
+   NADP+ + SubOH + H2O 
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subfamília (Shimada et al., 2002; Nishizawa et al., 2005; Jaruchotikamol et al., 2007). O receptor AhR 
heterodimeriza com o translocador nuclear aril-hidrocarboneto e activa a transcrição de genes-alvo, 
como o Cyp1A, na resposta a xenobióticos (Liu et al., 2008). Shimada e seus colaboradores (2002) 
demonstraram o envolvimento do receptor AhR, administrando carcinogénicos a ratos que não 
expressam esse receptor. Esses ratos resistiam à tumorogénese, provavelmente reflectindo a sua 
incapacidade de expressarem níveis significativos de Cyp1A1 (que participam na biotransformação dos 
xenobióticos administrados).  
 
I.6.2. Cyp 2B 
Tal como as restantes enzimas citocromos, a subfamília CYP2B metaboliza uma grande variedade de 
xenobióticos e substâncias endógenas, com estruturas químicas bastante divergentes (Yamada et al., 
2000), localizando-se no cromossoma 19 (http://drnelson.utmem.edu/cytochromeP450.html). Esta 
subfamília possui algumas particularidades, tornando interessante o seu estudo: diferenças de expressão 
entre etnias, identificação de novos substratos e possível partilha da especificidade e regulação da 
activação transcricional com outra subfamília, a CYP3A (Pascussi et al., 2003).  
O mecanismo pelo qual a expressão da subfamília CYP2B é induzida não é completamente conhecido, 
mas sabe-se que o receptor nuclear CAR desempenha um papel crucial na regulação desta subfamília 
CYP2B (Marini et al., 2007). Aquando da presença do xenobiótico, o receptor CAR é recrutado do 
citoplasma para o núcleo. Uma vez no núcleo, o receptor nuclear forma um heterodímero e interage 




I.6.3. Cyp 2C 
A subfamília de genes CYP2C expressa-se, principalmente, no fígado, representando cerca de 7% do 
conteúdo de CYP microssomal (Klose et al., 1999) e localiza-se no cromossoma 10 
(http://drnelson.utmem.edu/cytochromeP450.html). Esta subfamília está envolvida no metabolismo de 
numerosos substratos (Pascussi et al., 2003), entre eles alguns fármacos antimaláricos como a 
amodiaquina e cloroquina (Li et al., 2002; Projean et al., 2003). O facto de possuir numerosos 
substratos pode ser devido às dimensões elevadas do seu sítio activo (Schoch et al., 2004). Para além 
dos seus substratos exógenos, alguns membros da subfamília CYP2C desempenham funções 
endógenas, tendo sido descrito o seu envolvimento na biossíntese de factores vaso-reguladores (Dai et 
al., 2001; Goldstein, 2001). Contudo, o mecanismo pelo qual a expressão da subfamília CYP2C é 
regulada não é totalmente conhecido, pensando-se que envolva os receptores CAR e PXR, à 
semelhança da subfamília CYP3A (Raucy et al., 2002).  
 
I.6.4. Cyp 3A 
A subfamília CYP3A é de maior importância no metabolismo de numerosos xenobióticos, sendo a 
mais abundante das monooxigenases, em mamiferos (representa cerca de 40% do total conhecido), 
metabolizando grande parte dos fármacos (cerca de 50%) (Galetin, et al., 2005; Gúzman & Carmona-
Fonseca, 2006; Lamba et al., 2002; Li et al., 2003; Yadav et al., 2006). Os genes codificantes das 
enzimas desta subfamília encontram-se no cromossoma 7 (http://drnelson.utmem.edu/cytochrome 
P450.html), possuindo localização hepática e sendo, também, um importante metabolizador na parede 
intestinal (Krusekopf et al., 2003; Woodland et al., 2008; Yadav et al., 2006). A sua elevada 
capacidade de reconhecer diferentes substratos pode estar associada ao facto do local de ligação ao 
substrato acomodar moléculas de dimensões variadas. Existem diferenças significativas de expressão 
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de CYP3A entre espécies, de acordo com sexo, tecido e idade (Woodland et al., 2008), que podem ser 
devido a: mecanismos de controlo homeostáticos, estímulos ambientais e mutações genéticas (Lamba 
et al., 2002). 
As diferenças de expressão encontradas dificultaram o desenvolvimento de métodos que identificassem 
os compostos que modulam a transcrição de CYP3A (Jones et al 2000). No entanto, actualmente, sabe-
se que a indução da expressão de Cyp3A4 é regulada pelo receptor nuclear PXR (Krusekopf et al., 
2003; Marini et al., 2007; Woodland et al., 2008). Martignoni e colaboradores (2006) demonstraram a 
capacidade do fármaco induzir a transcrição do CYP3A, em ligação directa ao PXR. A distribuição do 
gene PXR é semelhante à do gene CYP3A, sendo predominantemente hepática, o que leva a crer que 
seja importante na indução e expressão constitutiva deste gene. O PXR, uma vez activado, liga-se aos 
elementos de resposta a xenobióticos na zona do promotor do CYP3A, activando a sua expressão 
(Lecluyse, 2001).  
 
I.7. Genes de transportadores de fármacos 
 
Os transportadores de fármacos, na sua maioria, pertencem à superfamília de proteínas membranares 
denominada ATP-binding cassette (ABC), influenciando a concentração intracelular de diversos 
compostos. Os transportadores de efluxo actuam como barreiras, prevenindo a absorção de compostos 
exógenos. No entanto, quando se localizam no fígado ou no rim, podem contribuir para a excreção do 
fármaco (Szakáscs et al., 2006). O transporte do fármaco ocorre de forma activa, estando dependente 
de ATP; contudo, por vezes, pode ocorrer a favor do gradiente de concentração, não havendo dispêndio 
de energia.  
O primeiro membro desta superfamília a ser descoberto foi a glicoproteína-P em 1976, sendo ainda 
amplamente estudada (Juliano & Ling, 1976; Couture et al., 2006). A glicoproteína-P (P-gp) é 
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codificada pelo gene de multidrug resistance (MDR1 nos humanos e mdr1a e mdr1b nos roedores) e 
assume-se que possua um mecanismo protector contra xenobióticos, potencialmente tóxicos. Existem 
diversos fármacos antimaláricos que interagem com a glicoproteína-P, sendo substratos fracos do 
transportador (Pham et al., 2000; Crowe et al., 2006), ou mesmo inibindo-o (Hayeshi et al., 2006). 
Assim, podemos afirmar que a P-gp actua como uma barreira intestinal que influencia o início do 
metabolismo dos fármacos, por prolongar o tempo de acesso dos mesmos ao intestino (Murakami et al., 
2008) e no fígado facilita o efluxo dos xenobióticos da célula para a bilis (Takano et al., 2006). 
Polimorfismos nos genes que codificam para os transportadores são muito comuns, alterando a função 
e expressão da glicoproteína-P.  
 
I.8. Genes reguladores de transcrição 
Os receptores nucleares representam uma classe de factores de transcrição que têm como função 
regular diversos processos celulares (Krasowsky et al., 2005; Alarid, 2006). Desta forma, os receptores 
nucleares desempenham um papel importante na protecção do organismo contra compostos 
xenobióticos tóxicos. Os receptores nucleares possuem uma estrutura de domínios muito semelhante, 
com um domínio N-terminal altamente variável, um domínio central conservado (DNA Binding 
Domain-DBD) e um domínio C-terminal de ligação (Ligand Binding Domain-LBD). Este último 
domínio possui cerca de 250 aminoácidos e duas propriedades muito importantes: uma região 
hidrofóbica e uma hélice de função de activação-2 (AF-2) na extremidade de C-terminal. A região 
hidrofóbica constitui o local de ligação dos compostos e a hélice AF-2 permite a ligação de co-
activadores; a hélice sofre alterações conformacionais, durante o processo de ligação, permitindo ao 
receptor interagir com co-activadores e activar a transcrição. O domínio N-terminal é extremamente 
variável em tamanho e sequência de aminoácidos e, em alguns receptores nucleares, possui uma 
 
 26 
segunda função de activação da transcrição denominada AF-1 (Kliewer et al., 2002; Krasowsky et al., 
2005). 
O Pregnane X receptor (PXR) pertence à família de receptores nucleares, tendo sido identificado como 
um regulador de transcrição de numerosas proteínas envolvidas no metabolismo e excreção de 
susbtâncias lipofílicas. Essas proteínas podem estar envolvidas em reacções de oxidação (enzimas de 
fase I, como citocromos), reacções de conjugação (enzimas de fase II), ou em reacções de transporte no 
fígado e no intestino estimulam a expressão de transportadores de membrana, como a glicoproteína-P 
(Kliewer et al., 2002; Maglich et al., 2002; Tirona & Kim, 2005). Para que haja a indução da expressão 
de outros genes, é necessária a estimulação do PXR. Essa estimulação ocorre por ligação dos 
compostos indutores ao domínio LBD, promovendo a ligação de um co-activador. Quando o 
heterodímero se encontra formado, liga-se ao promotor do gene alvo induzindo a sua expressão 
(Harmsen et al., 2007). Este receptor possui elevada expressão no fígado e intestino, quer no humano 
quer no roedor (Jones et al., 2000; Kliewer et al., 2002; Krasowsky et al., 2005) e seus locais de 
expressão correspondem aos mesmos locais da família dos citocromos 3A (Cyp3A). Assim, pensa-se 
que a expressão de PXR regule a expressão de Cyp3A (Jones et al., 2000; Kliewer et al., 2002; Moore 
et al., 2002; Chirulli et al., 2004). Esta teoria é corroborada também pelo facto do PXR ser 
eficientemente activado pelos indutores de expressão do Cyp3A. Este receptor nuclear possui baixa 
especificidade, aceitando uma grande variedade de ligandos, como por exemplo, diversos xenobióticos 
ou, mesmo, substâncias endógenas como ácidos da bilis (Jones et al., 2000; Kliewer et al., 2002; 
Moore et al., 2002; Krasowsky et al., 2005; Ekins, et al., 2008).  
 
O Constitutice Androstane Receptor (CAR) é o receptor nuclear que mais se aproxima do PXR, 
funcionando como uma xenosensor (Moore et al., 2002). Este receptor é activado pelos mesmos 
ligandos que o PXR, regula a expressão de alguns genes comuns (como genes das subfamílias Cyp3A, 
Cyp2B e transportadores), é expresso no fígado e intestino, actua sob a forma de heterodímero e 
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apresenta diferenças nos perfis de activação entre espécies (Ueda et al., 2001; Maglich et al., 2002; 
Yamamoto et al., 2002; Maglich et al., 2003; Kanno et al., 2004; Harmsen et al., 2007). No entanto, 
estudos demonstraram que possuem diferenças significativas entre eles. Assim, o CAR foi caracterizado 
como sendo mais selectivo nas suas interacções, devido ao facto do seu local de ligação de compostos 
ser de menores dimensões, e por possuir um nível de actividade basal mais elevado (Kliewer et al., 
2002; Moore et al., 2002) que o PXR. Outra diferença entre os receptores consiste no facto do CAR ser 
citoplasmático no estado inactivo, sendo incapaz de activar a transcrição de genes (Harmsen et al., 
2007) e, somente, quando ocorre a desfosforilação do receptor, é efectuado o seu transporte até ao 
núcleo (Moore et al., 2002). Contudo este mecanismo ainda não se encontra totalmente esclarecido 
(Harmsen et al., 2007). 
 
Receptor Nuclear Genes-alvo 
PXR cyp2B6, cyp2C8, cyp2C9, cyp2C19, cyp3A4, 
enzimas de faseII, MDR1 
CAR cyp2B6, cyp2C9, cyp2C19, cyp3A4, enzimas de 
faseII 
Tabela I.2 – Genes-alvo dos receptores nucleares PXR e CAR, em Humanos (Harmsen et al., 2007) 
 
I.9. Justificação do estudo 
São identificadas numerosas mutações que justificam, no Plasmodium falciparum e mesmo em outros 
modelos experimentais (P. chabaudi em roedor), o fenómeno de falência terapêutica. (Lim et al, 2009), 
contudo, esta não parece depender exclusivamente de factores intrínsecos ao parasita, sendo um 
fenómeno complexo, resultando de um conjunto de factores que envolvem características do 
hospedeiro humano, nomeadamente associados à metabolização e transporte dos próprios fármacos. O 
fracasso terapêutico e a resistência a antimaláricos são hoje o maior problema nos programas de 
controlo da malária em países endémicos. Pouco se sabe sobre a contribuição do hospedeiro para esse 
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processo, embora seja conhecida uma grande variabilidade inter-individual no metabolismo de 
fármacos, com consequências por vezes importantes para o sucesso ou falha terapêutica, em outras 
classes de fármacos. A variação inter-individual na resposta a fármacos deve-se maioritariamente a 
polimorfismos genéticos ou à indução/inibição do metabolismo ou transporte desses fármacos. Estes 
polimorfismos podem ocorrer nos genes que codificam para diversos enzimas e transportadores, 
conduzindo a variações da actividade, dos níveis de expressão, e nalguns casos, à total ausência de 
proteína como referido na introdução anterior. 
A existência destes polimorfismos genéticos dá origem à formação de subgrupos distintos com 
diferentes capacidades metabólicas relativamente a um substrato específico. Assim, os metabolizadores 
lentos ou pobres (poor metabolizers, PMs) poderão acumular níveis plasmáticos superiores ao 
esperado, podendo ocorrer efeitos secundários adversos. Se um pró-fármaco for administrado a um PM, 
este poderá estar em risco de falha terapêutica, uma vez que este composto necessita de metabolização 
para originar o composto activo. Por outro lado, um metabolizador rápido ou extensivo (extensive 
metabolizer, EM) poderá apresentar níveis mais baixos de fármaco (sub-terapêuticos) a partir de uma 
dosagem standard.  
A capacidade metabólica individual relativamente a um determinado substrato pode depender também 
de variações na concentração destas proteínas. Os níveis de expressão destas proteínas podem variar 
em função de diversos factores, entre eles a exposição aos próprios fármacos. É frequente um fármaco 
induzir a expressão das enzimas que o metabolizam. Essa variação reflecte, na maior parte dos casos, 
uma alteração na taxa de transcrição dos genes correspondentes (Ribeiro and Cavaco, 2006).  
As enzimas CYP450 desempenham um papel fundamental no metabolismo duma série de compostos, 
incluindo fármacos. A indução de enzimas CYPs por um fármaco pode potenciar o metabolismo de 
outros co-administrados que sejam substrato dessa mesma enzima. Uma vez que o papel do complexo 
enzimático P450 na resposta terapêutica antimalárica ainda não está totalmente esclarecido (Gúzman & 
Carmona-Fonseca, 2006), torna-se importante conhecer o do metabolismo de drogas anti-parasítárias, 
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de forma a optimizar a sua dosagem, aumentando a eficácia terapêutica (Li et al., 2003). Desta forma 
pretendeu-se verificar quais as enzimas CYP450 cuja expressão é influenciada pela primaquina e 
artemisinina, dois antimaláricos de uso global (em fases do ciclo parasitário distinto), no mamífero. 
Alguns factores de transcrição foram já caracterizados, entre os quais o PXR (pregnane X receptor), 
que apresenta a capacidade de reconhecer e mediar o efeito de uma série de fármacos e outros 
xenobióticos na expressão genética, regulando de forma coordenada a expressão de enzimas e 
transportadores. Dado que também estes factores de transcrição apresentam polimorfismos, um nível 
adicional de variabilidade pode ocorrer, ainda pouco estudado, sobretudo no seu potencial papel na 
eficácia terapêutica de antimaláricos. 
Os principais estudos efectuados centram-se no parasita, menosprezando os factores do hospedeiro que 
possam influenciar a resposta terapêutica (Gúzman & Carmona-Fonseca, 2006). Um estudo dos 
padrões de expressão das moléculas envolvidas na metabolização, transporte de fármacos e na 
regulação dos mesmos, utilizando modelos roedores, contribuirá para esclarecer os mecanismos 
associados à falência terapêutica e pode ajudar um investigador a melhor seleccionar um modelo de 
laboratório, de malária em roedor, de acordo com os objectivos da investigação científica. 
 
I.10. Objectivos 
O presente trabalho pretende contribuir para o aumento do conhecimento sobre metabolismo de 
fármacos antimaláricos, em 3 estirpes de murganhos, não infectados, tratados com 2 fármacos 
antimaláricos, tendo como objectivos: 
 Estudo comparativo dos níveis de expressão basal dos genes codificantes dos reguladores de 
transcrição CAR e PXR, dos genes transportadores de fármacos mdr1a e mdr1b, e dos genes 
das sub-famílias CYP nas estirpes de Mus muscullus, CD1, BalbC e Rockefeller; 
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 Estudo de expressão, como resposta à exposição aos antimaláricos primaquina e 
artemisinina, nas mesmas estirpes, em fígado, intestino e sangue, dos: 
 Genes codificantes de reguladores de transcrição CAR e PXR;  
 Genes codificantes de transportadores mdr1a e mdr1b; 



















II.1. Material  
II.1.1. Animais de laboratório 
Neste trabalho foram utilizados, como modelos experimentais, três estirpes de Mus musculus: Balb/c, 
CD1 e Rockefeller. Foram utilizadas fêmeas com cerca de 6 semanas de idade, mantidas no Biotério do 
Instituto de Higiene e Medicina Tropical, com livre acesso a dieta e água. Foram seguidas as normas de 
utilização de animais pela Direcção Geral de Veterinária. 
 
II.1.2. Fármacos antimaláricos  
Os fármacos utilizados foram a artemisinina e a primaquina. A artemisinina e seus derivados, são 
recomendados para utilização em combinações terapêuticas e a resistência parasitária é muito recente e 
limitada. Considerou-se importante iniciar o estudo da associação da farmacogenética a estes 
antimaláricos, começando pela regulação da expressão dos genes pela presença do fármaco  
A escolha da primaquina deve-se ainda ao facto de estudos preliminares, indiciarem diferenças na 
expressão de CYPs nestes animais (informação oral, F Nogueira, IHMT).  
 






Tabela II.1 – Grupos de estudo. 
 
 Estirpe de rato 
 CD1 Balb/c Rockefeller 
Primaquina 3 3 3 
Controlo + PQ 3 3 3 
Artemisinina 3 3 3 




Controlo -  3 3 3 
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Como se pode verificar os grupos foram denominados consoante o fármaco administrado. Grupos de 3 
murganhos de cada estirpe foram tratados com primaquina (2,28mg/Kg peso do animal em toma única, 
preparado em DMSO), denominando-se grupo primaquina; ao grupo artemisinina foi-lhes administrado 
o fármaco com mesmo nome (6 mg/Kg peso/dia, em DMSO, durante 5 dias com intervalos de 24 
horas); ao terceiro grupo, designado de Controlo+ PQ foi-lhes administrado dose única de DMSO 5%; 
ao quarto grupo foi-lhes administrado DMSO 100% (durante 5 dias com intervalos de 24 horas), 
correspondendo ao grupo Controlo+ Art e o último grupo denominado grupo Controlo – não foi 
administrado nenhum fármaco nem excipiente. Os animais foram eutanasiados com CO2, 24 horas após 
a última dosagem e foram colhidas amostras de fígado e intestino (cerca de 100mg) e sangue (cerca de 
100µl), em triplicado, as quais foram armazenadas a -70ºC, para posterior extracção de RNA. A 
utilização de diferentes concentrações de DMSO deve-se a factores associados à diluição do fármaco. 
 
II.2. Métodos 
Para a extracção de RNA total e produção de cDNA a partir do mesmo é necessário ter alguns cuidados 
extra na preparação de soluções, limpeza de material e bancadas. Assim, todo o material utilizado na 
manipulação de amostras e as bancadas foram submetidos a um tratamento prévio com Rnase OUT™ 
(Gibco BRL). Por sua vez, as soluções foram todas preparadas com água bidestilada com 
dietilpirocarbonato (DEPC), um inibidor da actividade das enzimas Rnases. As soluções foram 
esterilizadas permitindo a hidrólise do DEPC, provocando a carboxilação dos grupos metilo dos 
resíduos de RNA (Solymosy et al., 1968).  
 
II.2.1. Extracção de RNA 
O RNA total foi extraído de cada amostra usando o Reagente de TRIzol (Invitrogen) de acordo com as 
indicações do fabricante: as amostras de fígado e intestino foram maceradas e o sangue lisado em 
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850µl de TRIzol e incubados durante 5 minutos à temperatura ambiente. A cada amostra foram 
adicionados 170 µl de clorofórmio (Merck), a mistura foi homogeneizada por agitação manual durante 
15 segundos, seguindo-se uma incubação durante 2 minutos à temperatura ambiente, e uma 
centrifugação de 13000 rpm/15 min. A fase aquosa foi recuperada para um novo tubo, ao qual foram 
adicionados 425 µl de isopropanol (Sigma), seguindo-se uma incubação de 10 minutos à temperatura 
ambiente, e uma nova centrifugação a 13000 rpm/10 min. O pellet de RNA obtido foi lavado com 850 
µl de etanol (Merck) a 75% (v/v) e centrifugado a 8100 rpm/5 min. O RNA foi seco à temperatura 
ambiente e ressuspendido em 20 µl de água bidestilada tratada com DEPC. 
 
II.2.2. Síntese de cDNA 
As amostras de RNA foram tratadas com 2 U de Dnase I (Fermentas) e incubadas durante 20 minutos a 
37ºC. A mistura foi inactivada pela adição de 2,5 µl de EDTA 25 mM (Fermentas), com incubação a 
65ºC durante 10 minutos. Desta forma, eliminou-se a interferência de DNA contaminante na reacção de 
PCR (Polymerase chain reaction) realizada a partir do DNA complementar (cDNA) sintetizado.  
A transcrição reversa (RT-PCR) do RNA para cDNA foi realizada num volume de reacção de 30 µl, 
onde ao RNA tratado com DnaseI foram adicionados 200U de RevertAid™ M-MuLV–RT 
(Fermentas), 40U de RNaseOUT™ (Gibco BRL), 1X tampão M-MuLV-RT, 1µl de hexanucleotidos 
10X (Boehringer Mannheim), 0,5 mM de dNTP’s (Promega, USA), 9,5 µl de água DEPC. A mistura 
foi incubada a 37ºC durante 60 minutos, tendo a reacção sido interrompida pela inativação da enzima, 




II.2.3. PCR em tempo real 
Uma reacção de PCR permite a amplificação de uma sequência de ácidos nucleicos, sendo os 
resultados num PCR convencional avaliados no final do ensaio, com base somente na quantidade de 
produto final obtido. Numa reacção de PCR em tempo real é avaliada a acumulação de DNA 
amplificado ao longo da reacção, sendo os resultados medidos durante a fase exponencial da 
amplificação. Este tipo de reacção permite efectuar estudos de expressão absoluta e relativa. O estudo 
da expressão relativa constitui uma abordagem adequada para a avaliação das alterações nos níveis de 
expressão de um determinado gene (Pfaffl, 2001). Esta quantificação de um determinado gene é 
realizada com base na amplificação de um transcrito de referência, o qual funciona como um controlo 
endógeno, permitindo normalizar a quantidade de cDNA presente inicialmente na reacção, 
compensando as variações da concentração de cDNA inter-PCR (Pfaffl, 2001). A quantificação relativa 
descreve a alteração da expressão de um determinado gene em circunstâncias diferentes, pode ser, por 
exemplo em relação a um controlo não tratado ou ao longo do tempo. Não sendo necessário determinar 
o número de transcritos do gene mas apenas a variação da quantidade de transcritos do gene em 
condições diferentes (Livak & Schmittgen, 2001; Schmittgen & Zakrajsek, 2000; Winer et al., 1999). 
Neste trabalho, para a normalização da expressão dos genes em estudo foi utilizado como controlo 
endógeno a expressão de um fragmento do gene β-actina I, por ser um gene constitutivo.  
 
II.2.3.1. Desenho de primers 
De forma a obter uma maior eficiência e maior rendimento da reacção de PCR, deve-se ter em conta 
determinados factores, relacionados com a especificidade, no desenho de primers. Assim, algumas das 
considerações gerais a ter em atenção são: 
 Tamanho da sequência do primer – oligonucleotidos com aproximadamente 18 a 24bp 
constituem primers bastante específicos; 
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 Temperatura de dissociação do par primer/sequência alvo – esta temperatura constitui um factor 
muito importante na especificidade da reacção de PCR; 
 Complementaridade da sequência – a formação de dimeros ou homodimeros estáveis entre os 
primers, bem como a existência de auto complementaridade, podem diminuir o rendimento e a 
especificidade da reacção de PCR; 
 Conteúdo Guanina/ Citosina (G/C) – teoricamente a composição de um primer deve apresentar 
um conteúdo de GC entre 45 e 50%. A inclusão de um ou dois resíduos G ou C na extremidade 
3’, reduz a possibilidade de hibridações inespecíficas, uma vez que as ligações estabelecidas 
entre resíduos G/C são mais fortes do que entre A/T. 
As características dos primers desenhados, relativamente à temperatura de desnaturação (temperatura 
de melting - Tm) e à complementariedade da sequência escolhida, foram analisadas no programa 
Oligocalculator (http://trishul.sci.gu.edu.au/tools/OligoCalculator.html).  
 
 





































Tabela II.2 – Sequências de primers. 
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II.2.3.2. Condições de PCR  
As reacções de PCR em tempo real foram realizadas num equipamento iQ5 Real-Time PCR Detection 
System (Bio-rad Laboratories) em placas de 96 “poços” (Bio-rad Laboratories), utilizando como 
fluorocromo o SYBR Green, do kit iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-rad Laboratories), para a 
detecção do produto amplificado. O SYBR® Green é um fluorocromo que se liga apenas ao DNA de 
cadeia dupla, emitindo fluorescência. Assim, o aumento da quantidade de DNA corresponde a uma 






Fig. II.1 – Representação da emissão de fluorescência pelo SYBR® Green  
durante a reacção de PCR em tempo real (fonte:http://pathmicro.med.sc.edu/pcr/SYBRGreen.htm). 
 
 
Os constituintes da mistura de reacção de PCR foram os apresentados na tabela seguinte: 
Componentes Volume (µl) 
iQ™ SYBR
®
 Green Supermix   7,4 
Primer Forward/ Primer Reverse 0,75/0,75 
Água 5,1 
cDNA 1 
Tabela II.3 – Mistura e condições de reacção de PCR em tempo real. 
 
Os ensaios foram realizados em triplicado para cada uma das amostras (fígado, intestino e sangue) de 




As condições térmicas da reacção de PCR em tempo real foram as seguintes: 95ºC durante 10minutos 
para activar a Taqpolimerase, desnaturação 1 minuto a 95ºC e annelling/extensão a 66ºC durante 30 
segundos (40 ciclos). Em seguida, a temperatura foi aumentando de 0,3ºC em 0,3ºC, a cada 10 
segundos, num total de 80 ciclos, de forma a obter uma curva de melting. Uma vez que a temperatura 
de anneling das subfamílias CYP estudadas é mais baixa, as reacções de PCR ocorreram de igual 
forma, mas com uma temperatura de anneling de 53ºC.  
 
II.2.3. Tratamento de dados 
De forma a efectuar a quantificação relativa da expressão dos mesmos, utilizou-se a metodologia de 
PCR em tempo real com detecção por SYBR Green I, recorrendo ao método 2-∆∆Ct para a quantificação 
(Livak & Schmittgen, 2001). A quantificação da expressão dos genes alvo foi efectuada através da 
normalização com um gene constitutivo. Este, também denominado de housekeeping gene, está 
presente em todas as células nucleadas, uma vez que é vital para a sobrevivência da célula e a sua 
expressão é considerada estável nos diferentes tecidos (Pfaffl, 2001). Neste estudo utilizou-se o gene β-
actina I como housekeeping gene. 
Inicialmente procedeu-se à optimização da concentração dos primers, do protocolo e ao cálculo das 
eficiências das reacções de amplificação e eficiências relativas, de forma a validar o método. Após 
validação, a metodologia foi aplicada a cada situação. 
 
II.2.3.1. Optimização da concentração dos primers 
Antes da utilização dos primers, é necessário proceder-se à optimização das suas concentrações. Desta 
forma as concentrações testadas foram: 100 e 300 nM. Foram escolhidas as concentrações de primers 




II.2.3.2. Optimização das condições de PCR em tempo real 
O estudo da especificidade da reacção de PCR em tempo real, efectuado pelo protocolo de dissociação, 
demonstrou que todas as reacções apresentavam uma elevada especificidade. O cálculo da 
especificidade das reacções de amplificação relativas a cada gene foi realizado pela observação da 
variação dos Ct (cycle treshold) com diluições seriadas de DNA. Para tal, o cDNA das amostras foi 
diluído em série de 1:10 e foi medido o Ct de cada diluição. Para a viabilidade dos ensaios, torna-se 
necessário que os valores de desvio padrão (DP) obtidos nos ensaios de quantificação relativa não 
ultrapassem o valor limite de 0,38 (Livak & Schmittgen, 2001). Pela observação dos valores de desvio 
padrão obtidos nos ensaios de quantificação relativa, verificou-se que os valores não ultrapassam o 
referido valor limite, existindo uma elevada reprodutibilidade entre as repetições, o que determina a 
viabilidade do estudo. Assim, os ensaios que apresentaram um desvio padrão superior a 0,38 foram 
excluídos deste estudo. 
 
β-Actina I CAR Cyp1A Mdr1B Concentração 
cDNA 
Média Ct DP Média Ct DP Média Ct DP Média Ct DP 
0,1 21,77 0,32 21,63 0,23 26,65 0,21 21,53 0,21 
0,01 26,17 0,32 24,30 0,30 28,25 0,07 24,60 0,14 
0,001 30,77 0,23 27,73 0,23 34,50 0,28 27,20 0,14 
0,0001 33,05 0,21 31,50 0,10 36,90 0,28 30,93 0,15 
Tabela II.4 – Média dos Cts (triplicados) e respectivos desvios padrão (DP) 
 nas reacções de amplificação de alguns genes estudados. 
 
A partir dos valores de Ct obtidos desenhou-se um gráfico reproduzindo o logaritmo das diluições do 










Fig. II.2 – Representação gráfica dos valores de Ct em função do log da concentração do DNA  
obtidos por PCR em tempo real, bem como representação da regressão que lhes está associada. 








































































As eficiências das reacções de PCR (E) foram calculadas com recurso aos declives da recta (m) obtidos 
em cada gráfico, utilizando a equação E=10(-1/declive), em que E=2 corresponde a uma eficiência máxima 
(Pfaffl, 2001; Cikos et al., 2007). Assim, como se pode observar pela análise dos valores das 
eficiências das reacções, podemos afirmar que as reacções são eficientes (tabela III.5). 
 
Gene Declive (m) Eficiência reacção 
β-Actina I 3,43 2,60 
Cyp1A -2,6617 2,38 
CAR 3,30 2,70 
Tabela II.5 – Eficiências das reacções de amplificação do gene referência 
 (β-Actina I) e dos genes alvo (Cyp1A e CAR). 
 
Neste trabalho, seleccionou-se um modelo matemático que fosse adequado aos objectivos do estudo. 
Assim, para a quantificação relativa da expressão dos genes em estudo escolheu-se o modelo 2-∆∆Ct 
(Livak & Schmittgen, 2001). Neste modelo a variação da expressão (N) de um gene é dada pela 
seguinte equação: N=2-∆∆Ct, 
em que: ∆∆Ct= (Ctalvo – Ctcontrolo interno)χ – (Ctalvo – Ctcontrolo interno)γ,  
onde a amostra χ correponde àquela em que se estuda a variação de expressão do gene alvo e a amostra 
γ corresponde à amostra calibrador (em relação à qual se estuda a variação de expressão do gene alvo). 
Tendo-se efectuado a optimização das reacções e validado o método de tratamento de resultados, 
efectuou-se o estudo da expressão dos genes seleccionados. 
A fim de detectar possíveis associações entre genes, efectuaram-se coeficientes de correlação (r) para 
determinar o grau dos mesmos. Os valores de coeficiente de correlação pode variar entre -1 e +1, 
possuindo diferentes significados (tabela II.6), O coeficiente de correlação de Pearson calcula-se 




onde x1 , x2 , ..., xn e y1 , y2 , ..., yn são os valores medidos de ambas as variáveis. Para além disso,  
        e             
são as médias aritméticas de ambas as variáveis. 
 
Valor de r Interpretação 
r = 0 As variações não ocorrem juntas. 
0 > r > 1 As duas variáveis tendem a diminuir ou aumentar em conjunto. 
r =1 Correlação perfeita 
-1 > r > 0 Uma variável aumenta à medida que a outra diminui. 
r = -1 Correlação inversa ou negativa perfeita. 

































No intuito de tornar mais fácil a interpretação dos dados apresentados, este capítulo será organizado em 
dois sub-capítulos, organizados em função dos objectivos iniciais do trabalho, nos quais serão expostos 
os respectivos resultados:  
 Estudo comparativo dos níveis de expressão basal dos genes factores de transcrição CAR e 
PXR, dos genes transportadores de fármacos mdr1a e mdr1b e das sub-famílias CYP nas 
estirpes de murganho CD1, BalbC e Rockefeller; 
 Estudo de expressão dos genes como resposta à exposição aos antimaláricos primaquina e 
artemisinina, nas 3 estirpes de Mus musculus, em fígado, intestino e sangue: 
 Genes codificantes de reguladores de transcrição CAR e PXR e estudo da regulação 
dos genes CYP e MDR pelos mesmos;  
 Genes codificantes de transportadores mdr1a e mdr1b; 
 Genes codificantes de citocromos das sub-famílias CYP1A, 2B, 2C e 3A. 
 
De forma a efectuar a quantificação relativa da expressão dos genes em estudo, utilizou-se a 
metodologia de PCR em tempo real com detecção por SYBR® Green I, recorrendo ao método 2-∆∆Ct 
para a quantificação (Livak & Schmittgen, 2001), utilizando o gene β-actina I como housekeeping 
gene, como referido anteriormente. Para verificar se existiam associações entre genes efectuou-se um 







III.1. Estudo comparativo dos níveis de expressão basal dos genes das sub-famílias 
CYP e dos genes mdr1a e mdr1B, CAR e PXR 
Esta fase do trabalho teve como objectivo identificar eventuais diferenças ao nível da expressão basal 
dos genes das sub-famílias CYP, dos genes mdr1a e mdr1b (transportadores), CAR e PXR (factores de 
transcrição). Para efectuar o estudo da expressão basal, foi considerada a estirpe que apresentava 
menores níveis de expressão no controlo negativo de cada gene. Desta forma, considerou-se que a 
estirpe de referência seria Balb/c, sendo também a única estirpe que é consanguínea, esperando-se uma 
menor variabilidade entre os indivíduos/amostras de cada grupo. 
 
Este estudo demonstrou que no tecido hepático 
as estirpes CD1 e Rockefeller, relativamente à 
estirpe Balb/c, apresentam um padrão de 
expressão basal muito semelhante em todos os 
genes estudados, apresentando de uma forma 
geral níveis de expressão superiores, sendo esta 
diferença mais evidente na estirpe Rockefeller, 
onde a diferença de expressão mais 
significativa é a da sub-família Cyp2B. Entre as 
estirpes CD1 e Rockefeller verifica-se maior 
discrepância nos genes CAR, e sub-família 
























Relativamente à expressão basal no intestino, 
existem diferenças maiores entre estirpes, 
verificando-se que a estirpe CD1 apresenta 
valores de expressão maiores nos genes PXR, 
CAR, mdr1b, expressão mais baixa nas sub-
famílias Cyp1A, Cyp2C e Cyp3A, 
apresentando uma expressão quase residual de 
mdr1a e na sub-família Cyp2B, relativamente à 
estirpe padrão. A estirpe Rockefeller apresenta 
valores de expressão mais baixos nos genes 
mdr1b e sub-famílias Cyp1A, Cyp2B e 


















Fig. III.2 – Padrões de expressão basal a nível intestinal 
 
 
III.2. Estudo de níveis expressão dos genes em resposta à exposição aos antimaláricos 
primaquina e artemisinina, em 3 estirpes de Mus musculus, em fígado, intestino e 
sangue 
Um dos objectivos do presente trabalho era estudar os padrões de expressão dos genes CAR, PXR, 
mdr1a, mdr1b, e sub-famílias Cyp1A, Cyp2B, Cyp2C e Cyp3A no sangue, além do intestino e tecido 
hepático. No entanto, não foi possível quantificar a expressão dos genes nas amostras de sangue 
colhidas e tal facto não foi devido a um erro técnico uma vez que foi possível quantificar o gene da β-
actinaI, utilizado como calibrador, nas mesmas. O que deverá significar ausência de expressão destes 
genes neste tecido. 
Com o objectivo de verificar se a presença dos antimaláricos, artemisinina e primaquina, origina uma 
resposta específica nos níveis de expressão dos genes das sub-famílias CYP1A, CYP2B, CYP2C e 
CYP3A, nas estirpes de murganho em estudo, foi estabelecido que um valor de nfold ≥1,5 corresponde 
a um aumento de expressão do gene (Kiyosawa et al., 2008). Este valor de nfold é relativo à expressão 
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apresentada na amostra correspondente, no ensaio realizado com o excipiente de cada fármaco. Foi 
efectuado o estudo de expressão do excipiente, de forma a verificar se a alteração da expressão dos 
genes estudados se devia exclusivamente ao antimalárico ou se o excipiente também influencia a 
expressão (estes resultados encontram-se apresentados no anexo I). 
 






















Fig. III.3 – Padrões de expressão de PXR 

















Fig. III.4 – Padrões de expressão de PXR 
no fígado (PQ-primaquina) 
 
Relativamente ao gene PXR, através da análise dos resultados, verificou-se que após a exposição à 
artemisnina, nas estirpes Balb/c e Rockefeller não ocorre alteração significativa da expressão hepática, 
ocorrendo somente na estirpe CD1 (nfold = 1,95) (Fig. III.3). Após exposição a primaquina, não se 






























   





A expressão do outro gene regulador da transcrição estudado, o CAR, apresenta padrões muito variados 
consoante as estirpes. No tecido hepático, em resposta à exposição a artemisinina nenhuma das estirpes 
apresenta alteração significativa da expressão do gene em estudo (Fig. III.5). Em resposta à exposição a 
primaquina, na estirpe CD1 ocorre a inibição da expressão do gene (nfold = -1,845) relativamente à 
expressão sem exposição ao fármaco, por sua vez na estirpe Balb/c ocorre um aumento de expressão 

















Fig. III.7 – Padrões de expressão de PXR 















Fig. III.8 – Padrões de expressão de PXR 
no intestino (PQ-primaquina; Int-intestino) 
Relativamente ao gene PXR, através da análise dos resultados, verificou-se que após a exposição a 
artemisinina, nas estirpes Balb/c e Rockefeller ocorre uma inibição da expressão do gene a nível 
intestinal relativamente à expressão sem exposição ao fármaco (nfold = -2,85 e -1,79, respectivamente), 
não ocorrendo alteração da expressão em CD1 (Fig. III.7). Após a exposição à primaquina, a estirpe 
Rockefeller mantém a expressão do gene inibida (nfold = -8,585), não se verificando alteração da 



















Fig. III.9 – Padrões de expressão de CAR 
















 Fig. III.10 – Padrões de expressão de CAR 
 (PQ-primaquina; Int-intestino) 
Na estirpe Rockefeller, em resposta à exposição a artemisinina ocorre um aumento de expressão do 
gene CAR no tecido intestinal (nfold = 2,065), o que não acontece nas restantes estirpes, ocorrendo a 
inibição da expressão deste gene, relativamente à expressão sem fármaco (nfold Balb/c = -5,4; CD1 = -
7,015) (Fig.III.9). Após exposição a primaquina, somente na estirpe Rockefeller ocorre alteração da 
expressão, com inibição da expressão do gene CAR (nfold = -5,305). 
 
III.2.1.3. Estudo da regulação dos genes CYP e MDR pelos factores de transcrição CAR e PXR 
 
Foram efectuados os coeficientes de correlação entre os reguladores de transcrição e os transportadores 
de fármacos e as sub-famílias de citocromos estudadas. Pela análise dos resultados verificou-se que os 
coeficientes de correlação entre os genes variam consoante a estirpe, o tecido e o fármaco a que estão 
expostos. Assim, na estirpe Balb/c verificou-se que o gene PXR regula os genes das sub-família Cyps 
de forma semelhante ao gene CAR, no entanto verifica-se que a regulação da expressão dos 
transportadores, no tecido hepático, varia consoante o fármaco. Assim, no tratamento com artemisinina 
a expressão dos genes mdr1a e mdr1b ocorre em conformidade com gene PXR, ao contrário do que 
acontece com primaquina. A expressão de Cyp3A diminui à medida que a de ambos os reguladores 
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aumenta, no tecido hepático (pois apresentam valores entre -1 e 0). No tecido intestinal a expressão das 
sub-famílias estudadas aumenta em conformidade com PXR e CAR.  
Na estirpe CD1, a nível hepático, tal como intestinal, a expressão dos genes do transportador de 
fármacos mdr1b e das sub-famílias Cyps estudadas se encontra em conformidade com os genes 
reguladores de transcrição, aumentando e diminuindo com estes, à excepção da sub-família Cyp1A que 
possui expressão inversa e do gene mdr1a cuja regulação pelos genes CAR e PXR sofre influência do 
fármaco. Desta forma, no tratamento com artemisnina a expressão do gene mdr1a ocorre em 
conformidade com gene PXR, ao contrário do que acontece com a primaquina. 
Através da análise dos resultados, verificou-se que na estirpe Rockefeller, a expressão dos genes PXR e 
CAR pouco influencia a expressão das sub-famílias Cyp2B, Cyp2C e Cyp3A (pois tem valor de r 
muito próximo de 0) e que a expressão de Cyp1A é inversa aos reguladores de transcrição, em ambos 
os tecidos estudados. Por outro lado, a expressão dos transportadores de fármacos aumenta à medida 
que aumenta a dos reguladores de transcrição. 
 













































No tecido hepático a única estirpe em que ocorre alteração da expressão do gene mdr1a é a estirpe 
Balb/c, com aumento de expressão em resposta à exposição à artemisinina (nfold = 1,65) e inibição 

































Fig. III.14 – Padrões de expressão de mdr1b  
(PQ-primaquina) 
A nível hepático, somente a estirpe CD1 sofre um aumento da expressão do gene mdr1b em resposta à 
exposição a artemisinina (nfold = 1,515) (Fig. III.13), nas restantes estirpes não ocorre alteração da 
















































A inibição da expressão do gene mdr1a, por exposição a artemisinina, no tecido intestinal, é transversal 
a todas as estirpes estudadas (nfold Balb/c = -2,785; CD1 = -2,785; Rockefeller = -1,56) (Fig. III.15). 
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Por sua vez, quando expostas a primaquina, a única estirpe cuja expressão do gene é inibida é a Balb/c 
(nfold = -3,025), na estirpe Rockefeller a expressão do gene mdr1a é induzida (nfold = 1,55) e em CD1 








































Fig. III.18 – Padrões de expressão de mdr1b  
(PQ-primaquina; Int-intestino) 
 
A nível intestinal, somente as estirpes Balb/c e Rockefeller sofrem alteração da expressão do gene 
mdr1b, sendo esta inibida na estirpe Balb/c após exposição à artemisinina (nfold = -3,81) (Fig. III.17) e 
na Rockefeller após exposição à primaquina (nfold = -4,285) (Fig. III.18). 
   
III.2.3. Genes codificantes de citocromos das sub-famílias CYP1A, 2B, 2C e 3A  
III.2.3.1. Fígado 















Fig. III.19 –  Padrões de expressão de Cyp1A no fígado 
 
 
De acordo com os resultados obtidos, verificou-
se que em todas as estirpes estudadas não 
ocorre alteração da expressão dos genes da sub-

























A expressão de genes da sub-família Cyp2B 
apresenta variações consoante a estirpe e o 
tecido estudados. Desta forma, no tecido 
hepático, a estirpe Rockefeller apresenta 
inibição da expressão de genes (nfold = -2,675) 
da sub-família Cyp2B e a estirpe CD1 um 




















Fig. III.21 – Padrões de expressão de Cyp2C no fígado 
 
 
Tal como a sub-família anteriormente 
analisada, também a sub-família Cyp2C 
apresenta padrões de expressão diferentes 
consoante o tecido e a estirpe. No tecido 
hepático somente a estirpe CD1 sofre alteração 
dos níveis de expressão, ocorrendo um aumento 


















Fig. III.22 – Padrões de expressão de Cyp3A no fígado 
 
 
A expressão de genes da sub-família Cyp3A 
apresenta padrões semelhantes à sub-família 
Cyp2C, somente com alteração considerada 
significativa da expressão hepática na estirpe 
CD1, ocorrendo o seu aumento (nfold = 1,965) 




No tecido intestinal, ocorrem diferentes padrões 
de expressão dos genes da sub-família Cyp1A, 
com inibição da expressão nas estirpes Balb/c e 
Rockefeller, sendo mais significativa nesta 
última (nfold = -11,015) e aumento da 
expressão na estirpe CD1 (Fig. III.23).  












Fig. III.23 – Padrões de expressão de Cyp1A no intestino  
 
 
No tecido intestinal os padrões de expressão 
são diferentes dos apresentados no tecido 
hepático, ocorrendo aumento de expressão de 
genes da sub-família Cyp2B na estirpe 
Rockefeller (nfold = -1,823), e inibição da 
expressão nas outras duas estirpes (nfold Balb/c 












Fig. III.24 – Padrões de expressão de Cyp2B no intestino 
 
Após análise dos resultados verificou-se que a 
nível do tecido intestinal ocorre uma inibição da 
expressão dos genes da sub-família Cyp2C em 
todas as estirpes estudadas (nfold Balb/c = -


















A expressão de genes da sub-família Cyp3A 
apresenta padrões de expressão semelhantes à 
sub-família Cyp2C, com inibição intestinal em 
todas as estirpes (nfold Balb/c = -2; CD1 = -


















Nas tabelas III.1 e III.2 encontra-se apresentado um resumo dos resultados obtidos. 
 
 
Tabela III.1 – Resumo dos padrões de expressão em resposta  
ao tratamento com artemisinina (Rock.-Rockefeller) 
Fígado Intestino       Tecido/estirpe 
Genes Balb/c CD1 Rock. Balb/c CD1 Rock. 
Cyp1A = = = ↓ = = 
Cyp2B = ↑ ↓ ↓ ↓ ↑ 
Cyp2C = ↑ = ↓ ↓ ↓ 
Cyp3A = ↑ = ↓ ↓ ↓ 
mdr1a ↑ = = ↓ ↓ ↓ 
mdr1B = ↑ = ↓ = = 
CAR = = = ↓ ↓ ↑ 






























Tabela III.2 – Resumo dos padrões de expressão em resposta 
 ao tratamento com primaquina (Rock.-Rockefeller) 
 
Assim, as 3 estirpes são distintas, verificando-se que a estirpe Balb/c é fortemente afectada com a 
artemisinina no que respeita a absorção intestinal, com possíveis consequências posteriores na 
actividade terapêutica, o mesmo se verificando, em menor grau com as outras 2 estirpes. No que 
respeita a primaquina, a estirpe Balb/c mostra redução da actividade CYP1A e mdr1a e no último caso, 
em oposição aos murganhos Rockefeller (Tabelas III.1 e III.2). 
 
O estudo dos padrões de expressão dos genes dentro das sub-famílias foi iniciado, no entanto esses 




Fígado   Intestino       Tecido/estirpe 
Genes Balb/c CD1 Rock. Balb/c CD1 Rock. 
Cyp1A = = = ↓ ↑ ↓ 
Cyp2B = = = = = = 
Cyp2C = = = = = = 
Cyp3A = = = = = = 
mdr1a ↓ = = ↓ = ↑ 
mdr1B = = = = = ↓ 
CAR ↑ ↓ = = = ↓ 





















Actualmente, um dos maiores entraves ao controlo eficaz da malária tem por base a resistência dos 
plasmódios à maioria dos antimaláricos disponíveis (Golenser et al., 2006). Assim, é de grande 
importância esclarecer os outros mecanismos associados à capacidade apresentada pelo parasita para 
sobreviver, na presença de fármaco, sendo um destes mecanismos associado à capacidade do mamífero 
hospedeiro de absorver e metabolizar correctamente os fármacos antimaláricos, de forma a destruir o 
parasita. Assim, estudamos o envolvimento da farmacogenética neste fenótipo de susceptibilidade a 
dois antimaláricos, uma vez que se sabe que polimorfismos, principalmente mutações pontuais (SNPs), 
nos genes codificantes de enzimas metabolizadores e transportadores de fármacos resultam em 
capacidades metabólicas bastante distintas, resultando em indivíduos com farmacodinâmicas diferentes 
(Cavaco et al., 2003). Esta variabilidade inter-individual na resposta às diferentes classes de fármacos é 
relativamente bem conhecida. No entanto, existem poucos estudos que associem os polimorfismos e a 
variabilidade à resposta terapêutica aos antimaláricos usados e sobretudo nos modelos de roedores tão 
utilizados na selecção de parasitas resistentes na investigação experimental (Cavaco et al., 2005). 
Os polimorfismos existentes em cada um dos genes em estudo encontram-se relativamente bem 
caracterizados, estando já alguns deles associados a enzimas com maior ou menor capacidade 
metabólica. Em relação aos antimaláricos apenas muito recentemente foram iniciados estudos com o 
objectivo de avaliar esta associação (Cavaco et al., 2006). 
Para este estudo, foram selecionadas 3 estirpes de Mus musculus, de forma a poder compará-las, em 
amostras de fígado e intestino, tecidos de grande relevância para a metabolização de fármacos, onde o 
metabolismo oxidativo dos fármacos ocorre devido à acção das enzimas CYPs. A acção desta família 
de enzimas metabolizadoras leva à formação de produtos com polaridade aumentada, de forma a serem 
rapidamente eliminados. Actualmente, o estudo destas reacções possui uma elevada relevância, tendo 
em conta que se avaliam os padrões de expressão das enzimas metabolizadoras de cada fármaco 
podendo associá-los à disponibilidade do fármaco e consequentemente a padrões de susceptibilidade a 
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determinado fármaco. Foram ainda estudados os níveis de expressão destes genes no sangue, com 
menor sucesso. 
Dada a biodisponibilidade de determinado fármaco ser afectada pela sua metabolização e pelo seu 
transporte, efectuámos um estudo sobre a variação dos níveis de expressão basal dos CYP450 
metabolizadores de antimaláricos e transportadores MDR, bem como a regulação da expressão destes 
genes quer pela presença de antimalárico, quer pela variação nos níveis de expressão dos factores de 
transcrição. 
As colheitas das amostras foram efectuadas 24h após a administração da última dosagem de fármaco de 
acordo com outros estudos efectuados com objectivos semelhantes (Martignoni et al., 2006), uma vez 
que pouco se sabe sobre a metabolização dos antimaláricos em estudo. 
As sub-famílias de CYP (1A, 2B, 2C e 3A) estudadas foram seleccionadas com base no conhecimento 
do seu envolvimento na metabolização dos antimaláricos em estudo a primaquina e a artemisinina.  
Dado o objectivo deste estudo consideramos importante utilizar um controlo sem tratamento, designado 
de controlo negativo, e outro controlo onde os animais foram tratados apenas com o excipiente dos 
fármacos em estudo, de forma a percebermos se por si só o excipiente provocaria algum efeito na 
expressão dos genes em estudo. O estudo da expressão dos referidos genes como resposta à primaquina 
e à artemisinina, foi efectuado tendo como calibrador a sua expressão nos animais tratados com o 
respectivo excipiente. 
Um dos objectivos do presente trabalho era estudar os padrões de expressão dos genes CAR, PXR, 
mdr1a, mdr1b, e sub-famílias Cyp1A, Cyp2B, Cyp2C e Cyp3A no sangue. No entanto, tal não foi 
conseguido sendo estes resultados negativos não apresentados e ainda não explicados definitivamente. 
Foi contudo possível amplificar o gene da β-actina I utilizado como gene controlo.  
A expressão basal dos genes em estudo varia consoante as estirpes, em ambos os tecidos estudados. 
Para este trabalho foi considerada como estirpe referência a estirpe Balb/c dado ser esta estirpe a que 
menor variabilidade apresenta. No tecido hepático as estirpes apresentam níveis de expressão dos genes 
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estudados superiores à estirpe referência, sendo a diferença mais evidente na sub-família Cyp2B, em 
Rockefeller. No tecido intestinal existem discrepâncias maiores entre estirpes. Assim, a estirpe 
Rockefeller possui valores de expressão quase residual em todos os genes, exceptuando o gene mdr1b e 
sub-famílias Cyp1A e 2B. Na estirpe CD1 os reguladores de transcrição e mdr1b apresentam uma 
expressão basal mais elevada enquanto as sub-famílias Cyp1A, 2C e 3A apresentam uma expressão 
mais baixa que a estirpe de referência. 
Como esperado, as estirpes estudadas (Balb/c, CD1 e Rockefeller) respondem de forma diferente 
quando expostas aos fármacos antimaláricos utilizados (artemisinina e primaquina), expressando de 
diferentes formas os genes em estudo (Cavaco et al., 2005; Martignoni et al., 2006; Kawase et al., 
2008).  
De acordo com Baird e colaboradores (2004), a primaquina é um fármaco rapidamente absorvido no 
tracto gastrointestinal, concentrando-se no fígado, o que é coerente com os resultados obtidos na estirpe 
Rockefeller, em que a expressão dos genes PXR, CAR, mdr1b e da sub-família Cyp1A se encontra 
inibida no tecido intestinal. Contudo dever-se-á efectuar um estudo com dosagens distintas. 
Após tratamento com artemisinina a expressão dos genes da sub-família Cyp1A não sofre qualquer 
alteração no tecido hepático e intestinal, à semelhança do que foi verificado por Bapiro e colaboradores 
(2002) com o mesmo antimalárico. No entanto, este estudo verificou também que a primaquina em 
CD1 é um forte indutor da expressão da sub-família Cyp1A, o que não se verificou nas estirpes Balb/c 
e Rockefeller, no tecido intestinal (não ocorrendo alteração da expressão no tecido hepático). As sub-
famílias Cyp2C e 3A apresentam padrões de expressão semelhantes expressando-se no tecido hepático 
da estirpe CD1 estando a expressão inibida no tecido intestinal de todas as estirpes, o que é consistente 
com estudos anteriores que afirmam que as duas sub-famílias possuem indutores de expressão 
semelhantes (Pascussi et al, 2003). Os genes da sub-família Cyp2B apresentam padrões de expressão 
semelhantes às sub-famílias Cyp2C e 3A nas estirpes CD1 e Balb/c. No entanto, os padrões de 
expressão na estirpe Rockefeller são diferentes, estando a expressão desta sub-família induzida no 
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tecido intestinal. Outros estudos sugerem que expressão de Cyp2B no tecido hepático é induzida por 
outros xenobióticos (Olinga et al, 2008), o que não se verificou neste estudo.  
Com base nos resultados obtidos verificou-se que a expressão dos genes mdr1a e mdr1b varia 
consoante o fármaco e o tecido. Assim, após tratamento com arteminisina ocorre indução da expressão 
de mdr1a na estirpe Balb/c e mdr1b na estirpe CD1, no tecido hepático, e inibição de mdr1a em todas 
as estirpes e de mdr1b só em Balb/c, no intestino. Após a exposição a primaquina a expressão, no 
tecido intestinal, de mdr1b encontra-se inibida na estirpe Rockefeller, enquanto a expressão do gene 
mdr1a se encontra induzida. De acordo com Murakami e colaboradores (2008) a expressão de mdr1a a 
nível intestinal varia ao longo do ciclo circadiano do indivíduo, factor que não foi tomado em atenção 
neste estudo em que o fármaco foi sempre administrado no período da tarde, no mesmo intervalo de 24 
horas para cada administração no caso da artemisinina. 
Tal como os restantes genes, também os genes reguladores de transcrição estudados, CAR e PXR, 
possuem padrões de expressão que variam com fármaco e tecido. Desta forma, em resposta ao 
tratamento com primaquina a expressão de CAR e PXR encontra-se inibida no tecido intestinal, na 
estirpe Rockefeller, enquanto na estirpe CD1 a expressão de PXR se encontra induzida. Kiyosawa e 
seus colaboradores (2008) verificaram que a expressão do gene CAR se encontra inibida no tecido 
hepático, à semelhança do verificado na estirpe CD1, em resposta ao tratamento com primaquina. Após 
exposição à artemisinina a expressão do PXR no tecido hepático encontra-se induzida na estirpe CD1 e 
inibida no tecido intestinal nas estirpes Balb/c e Rockefeller (Tabelas III.1 e III.2) 
Os reguladores de transcrição CAR e PXR desempenham um papel crucial na activação de genes que 
codificam enzimas metabolizadoras de fármacos, como os citocromos P450, nomeadamente membros 
das sub-famílias Cyp2B e Cyp3A (Ueda et al., 2002; Shenoy et al., 2004; Kiyosawa et al., 2008), e 
transportadores de fármacos (Kanno et al., 2004). No entanto, no presente trabalho verificou-se que o 
papel dos reguladores de transcrição CAR e PXR variava consoante a estirpe, o tecido e o fármaco 
aplicado, demonstrando os resultados que para além da activação, estes reguladores de transcrição 
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também provocam a inibição dos genes em causa. Na análise dos resultados, e ao efectuar uma 
correlação entre os reguladores de transcrição, os transportadores de fármacos e as sub-famílias CYP, 
verifica-se que na estirpe Balb/c, na presença de artemisinina somente os genes transportadores de 
fármacos possuem expressão activada no tecido hepático, não influenciando a expressão das sub-
famílias Cyps estudadas. Após exposição à primaquina os transportadores são inibidos pelo CAR e 
activados pelo PXR. No tecido intestinal somente a expressão das sub-famílias Cyp2B e Cyp3A é 
activada, não havendo alteração da expressão dos genes transportadores, em resposta à artemisinina na 
mesma estirpe. Na estirpe CD1 a regulação da expressão apresenta padrões diferentes, com activação 
da expressão dos transportadores de fármacos e das sub-famílias Cyps, à excepção de Cyp1A cuja 
expressão é inibida (no tecido hepático). No tecido intestinal verificou-se que a regulação da expressão 
ocorre de forma igual ao tecido hepático, contudo só quando os sujeitos são submetidos a tratamento 
com artemisinina, pois a primaquina não provoca alteração na regulação. Na estirpe Rockefeller os 
genes reguladores de transcrição CAR e PXR influenciam de forma diferente das restantes estirpes, 
inibindo a expressão dos citocromos e activando a dos transportadores no tecido hepático. Contudo, no 
tecido intestinal, o gene PXR tende a activar a expressão dos transportadores de fármacos e as sub-
famílias dos citocromos, à excepção da Cyp1A. O gene CAR já apresenta diferenças consoante o 
fármaco, assim, na presença de artemisinina activa os transportadores e com primaquina inibe-os. Nas 
estirpes CD1 e Rockefeller a correlação entre os reguladores de transcrição e as sub-famílias Cyps 
estudadas encontram-se em conformidade com estudos anteriores, demonstrando a regulação da 
expressão das sub-famílias Cyp2B, 2C e 3A (Ueda et al., 2002; Pascussi et al., 2003; Marini et al., 
2007) e não de Cyp1A. 
Assim, este trabalho demonstra a existência de uma grande variabilidade entre estirpes da expressão 
dos genes em estudo, o que consequentemente afectará a bio-disponibilidade do fármaco no organismo, 
resultando na exposição a diferentes concentrações de fármaco, podendo este facto contribuir para a 
adaptação e selecção de parasitas do género Plasmodium resistentes a antimaláricos. Os resultados 
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obtidos neste estudo evidenciam a regulação da expressão dos CYP e transportadores pela presença dos 
fármacos estudados, demonstrando ainda que existe outro mecanismo de regulação da expressão dos 
referidos genes, ao nível da transcrição pelos genes CAR e PXR. A indução de enzimas 
metabolizadoras de fármacos e transportadores contribui para um aumento de destoxificação do 
organismo, no entanto, podem levar a interacções medicamentosas afectando a eficácia dos fármacos 






























Os resultados apresentados neste trabalho demonstram a heterogeneidade de padrões de expressão entre 
os tecidos estudados em resposta aos antimaláricos utilizados. Temos como exemplo o gene mdr1a, 
cuja expressão se encontra aumentada no tecido hepático em resposta à exposição a artemisninina, e 
possui expressão inibida após exposição a primaquina (na estirpe Balb/c). Os genes da sub-família 
Cyp2B são outro exemplo da heterogeneidade entre tecidos, ocorrendo aumento de expressão do 
mesmo no tecido hepático e inibição no tecido intestinal (na estirpe CD1). Para além da 
heterogeneidade entre tecidos e antimaláricos, também foi verificada heterogeneidade entre estirpes, 
como por exemplo o gene CAR no tecido intestinal, cuja expressão se encontra inibida nas estirpes 
Balb/c e CD1 e induzida na estirpe Rockefeller.  
Este estudo demonstrou que a selecção de estirpes de murganhos para estudos associados a fármacos 
requer investigação anterior, com utilização cuidadosa dos fármacos seleccionados, uma metodologia 
compatível com os tempos de absorção dos mesmos, de forma a melhor se poder avaliar as 
consequências dos tratamentos utilizados. Este estudo confirma que a farmacogenética e a 































Este trabalho englobou um estudo de expressão dos genes CAR, PXR, mdr1a, mdr1b e sub-famílias 
Cyp1A, 2B, 2C e 3A e de regulação destes pelos genes CAR e PXR, contribuindo com informação 
relevante e original relativamente aos padrões de expressão dos mesmos em resposta ao tratamento 
com primaquina e artemisinina. 
Tendo em conta a problemática da resistência aos antimaláricos e consequente falência terapêutica, 
consideramos importantes estudos de fármacogenética semelhantes ao efectuado, nestes e noutros 
antimaláricos de interesse terapêutico ou profiláctico em áreas endémicas, incluindo outros factores, 
nomeadamente: 
 Realizar uma quantificação sérica do fármaco antimalárico de forma a estudar a associação 
entre a expressão dos Cyp e transportadores e a concentração de fármaco; 
 Estudar o padrão de expressão e quantificação de fármaco ao longo de um período de 0h-48h 
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Anexo I – Valores de expressão dos excipientes dos fármacos Artemisinina e Primaquina 
 



















Fig. VIII.1 – Valores de expressão do excipiente de 



















Fig. VIII.2 – Valores de expressão do excipiente de 






















Fig. VIII.3 – Valores de expressão do excipiente de 



















Fig. VIII.4 – Valores de expressão do excipiente de 
























Fig.VIII.5 – Valores de expressão do excipiente de 















Fig.VIII.6 – Valores de expressão do excipiente de Primaquina 



















Fig. VIII.7 – Valores de expressão do excipiente de 
















Fig. VIII.8 – Valores de expressão do excipiente de 





























Fig. VIII.9 – Valores de expressão do excipiente de 


















Fig. VIII.10 – Valores de expressão do excipiente de 




















Fig. VIII.11 – Valores de expressão do excipiente de 

















Fig. VIII.12 – Valores de expressão do excipiente de 

























Fig. VIII.13 – Valores de expressão do excipiente de 

















Fig. VIII.14 – Valores de expressão do excipiente de 




















Fig. VIII.15 – Valores de expressão do excipiente de 

















Fig. VIII.16 – Valores de expressão do excipiente de 

































Fig. VIII.17 – Valores de expressão do excipiente de 




















Fig. VIII.18 – Valores de expressão do excipiente de 


















Fig. VIII.19 – Valores de expressão do excipiente de 























Fig. VIII.20 – Valores de expressão do excipiente de 
























Fig.VIII. 21 – Valores de expressão do excipiente de 















Fig. VIII.22 – Valores de expressão do excipiente de 




















Fig. VIII.23 – Valores de expressão do excipiente de 















Fig. VIII.24 – Valores de expressão do excipiente de 
Artemisinina associado a Cyp3A no intestino 
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